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Uber einige Bestandteile der Hefe. 
Von 


0. Hinsberg und E. Roos. 


(Aus der medicin, Abteilung des Universitatslaboratoriums Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Marz 1903.) 


Verarbeitung der Hefe. 


Wir verwendeten zu unseren Untersuchungen untergiirige 
Bierhefe aus der Brauerei von Ganter in Freiburg i. B.; wenn 
nichts anderes erwiihnt ist, verstehen wir unter «Hefe» also 
stets dieses Priiparat. 

Mit einer Probe der frisch aus der brauerei bezogenen, 
gut gewiisserten Hefe wird zunichst eine Trockenbestimmung 
(bis zum konstanten Gewicht bei 100°) ausgefiihrt. Hierauf 
wird die feuchte Hefe in Mengen, welche etwa 1 kg Trocken- 
substanz entsprechen — das sind etwa 7!/2 kg — in einer 
Handpresse in dicker Leinwand moglichst scharf abgeprebt. 

Nun verreibt man den abgeprebten Kuchen mit Alkohol 
(8—9 Liter) zu einem diinnen Brei und kocht diesen wahrend 
drei Stunden im verzinnten Kessel am Riickflubkiihler. Nach 
der Filtration durch Filtrierpapier wird der Riickstand noch- 
mals mit 6—8 Liter Alkohol versetzt und wiihrend einiger 
Stunden zum Sieden erhitzt. Man filtriert nochmals und 
wischt die auf dem Filter zuriickbleibende Hefe mit heifem 
Alkohol aus. Die vereinigten Filtrate und Waschalkohole 
werden auf dem Wasserbade bis zum Verschwinden des 
Alkohols eingedampft. Hierauf wird der braun gefiirbte, dick- 
fliissige Riickstand samt den darin suspendicrten Partien mit 
Sodalésung oder starkverdiinnter Natronlauge bis zur alkalischen 
Reaktion versetzt und dann zweimal mit Ather ausgeschiittelt. 
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Dieser nimmt das Hefefett und einige andere Substanzen auf; 
in der alkalisch-wiisserigen Fliissigkeit verbleiben Phosphate, 
Peptone und Glutencasein (nach Niigeli und Low), Purin- 
basen und sehr geringe Mengen von Fettsiiuren. 

Die mit Alkohol extrahierte Hefe enthalt, wie noch er- 
wiihnt werden mag und wie bereits von Naégeli und Low 
festgestellt worden ist, reichliche Mengen von Eiweil} neben 
celluloseiihnlichen Verbindungen. 


Das Hefefett. 


Wir haben uns nur mit der Untersuchung des oben er- 
wiihnten iitherischen Auszuges beschiiftigt. Derselbe enthielt 
neben dem Fett der Hefe noch Cholesterin und_ iitherisches 
Ol, letzteres durch seinen intensiven Geruch nach Honig wahr- 
nehmbar. Die nach dem Verdunsten des Athers— hinter- 
bleibende, bei gut geleiteten Operationen hellbraun gefiirbte 
Masse erstarrt, namentlich wenn sie einige Zeit im Exsiccator fiber 
Schwefelsiiure gestanden hat, zum Teil strahlig krystallinisch. 

Da die neben dem Hefefett vorhandenen Bestandteile 
(Cholesterin und iitherisches Oel) bei Gewichtsbestimmungen 
ihrer geringen Menge wegen kaum in betracht kommen, kann 
man den eben erwiihnten Atherriickstand nach dem Trocknen 
liber konz. bei Bestimmungen des Fettgehaltes der Hefe 
ohne weiteres als aus reinem Fett bestehend annehmen. Dieser 


Fettgehalt wurde bei unseren Versuchen — auf bei 100° ge- 
trocknete Hefe bezogen — zu 2,8—2,8 %/o 1) gefunden. 


Diese Zahlen sind in ziemlich naher Ubereinstimmung 
mit friiheren Bestimmungen nach der Extraktionsmethode ?) 
(2—3°), bei Extraktion mit Ather); dagegen ergibt die Methode 
von Niigeli und Low einen bedeutend hoheren Fettgehalt 
von 5 4) 

Es lift sich aber leicht nachweisen, daf diese Methode 
eine Fehlerquelle hat. Erwairmt man, der Methode folgend, 
Hefe liingere Zeit mit konz. Salzsiiure, so miissen, neben den 


1, Fir Winterhefe. 
2, Niigeli und LOw. Ann. 193, 337. 
3) loc. eit. 
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durch Verseifung des Hefefetts sich bildenden Fettsiiuren im 
engeren Sinne, fette Siiuren entstehen, welche der Einwirkung 
der konzentrierten Séiure auf die Cellulose und cellulose- 
ithnlichen Verbindungen ihren Ursprung verdanken. Dies 
letztere ist von Niigeli und Loéw iibersehen worden. Da die 
Gesamtmenge der fetten Saéuren als Mali fiir das urspriing- 
lich vorhandene Fett benutzt wird, mul die von ihnen ge- 
gefundene Prozentzahl zu hoch ausfallen. ') 

Gegen die von friiheren Beobachtern und auch von uns 
angewandte Extraktionsmethode zur Bestimmung des Fett- 
gehaltes der Hefe wenden Niigeli und LOw ein, es sei un- 
moglich oder doch sehr schwierig, die Hefe ohne Zerstorung 
der Zellen volistiindig zu extrahieren. Die bisher fiir den Fett- 
gehalt der Hefe gefundenen Zahlen sind demnach wahrscheinlich 
siimtlich mit einer Fehlerquelle behaftet. 

Kine genaue Methode zur Bestimmung des Fettgchaltes 
wird sich wahrscheinlich durch Extraktion der nach Buchner 
mit Kieselguhr verriebenen Hefe durch Alkohol oder Ather 
ergeben. Wir bemerken noch, dafi wir bei der im Sommer 
verarbeiteten Hefe stets einen etwas geringeren Fettgehalt 
(}/2—1 °/o weniger) wie bei der Winterhefe fanden, fiir welche 
die oben angefiihrten Zahlen gelten. Da unsere Hefe im 
Winter und Sommer unter ganz gleichen Bedingungen  ge- 
zuchtet wurde, kann dieser Umstand nur durch eine Ver- 
inderung der Hefe, welche sie beim Aufbewahren bei Sommer- 
temparatur vor der Verarbeitung erleidet, erkliirt werden. 


Die Fettsauren der Hefe. 
Die Verseifung des Hefefetts gelingt leicht wie folgt: 
Man verreibt das Fett mit etwas 10 °/,iger Kalilauge im 
Morser, fiigt sodann soviel Lauge zu, dali auf 1 Teil Fett 
5) Teile der letzteren kommen (ca. das Dreifache der Theorie) 
und erhitzt nun im Kolben auf der Asbestplatte solange zum 


1) Das nach N. und L. hergestellte Fettsiéiuregemisch ist ber ge- 
Wohnlicher Temperatur fliissig, wiihrend das durch Verseifen des Hefe- 
fetts vermittels Alkali hergestellte zum Teil krystallinisch  erstarrt. 
Auch hieraus geht hervor, da ersteres Verunreinigungen enthiilt. 
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Sieden, bis eine nahezu klare, braun gefiirbte Losung ent- 
standen ist, welche sich beim Verdiinnen mit Wasser nur 
schwach triibt. Ist dieser Punkt erreicht, was bei 20 g Fett 
etwa '/4 Stunde in Anspruch nimmt, so schiittelt man Chol- 
esterin und iitherisches Ol mit Ather aus; ist noch etwas 
unverseiftes Fett vorhanden, so wird auch dieses vom Ather 
aufgenommen. Die zuriickbleibende alkalische Flissigkeit ent- 
hiilt nur die fettsauren Alkalisalze und Glyzerin.!) Zur Ge- 
winnung der freien Fettsiiuren wurden verschiedene Wege 
eingeschlagen, welche im folgenden beschrieben sind. 


5 
I. Versuch. Séure C,,H,,)Q,. 


Eine aus 15 g Fett in der eben angegebenen Weise er- 
haltene Seifenlauge wurde mit Salzsiiure angesiiuert und mit 
Ather ausgeschiittelt. Das nach dem Verdunsten des letzteren 
hinterbleibende Siiuregemisch war gelb gefiirbt und zum Teil 
krystallinisch erstarrt. Es wurde nach ca. dreiw6chentlichem 
Stehen an der Luft weiter verarbeitet und zwar durch Be- 
handeln mit Ammoniak, wobei eine stark getriibte Losung 
entstand, und Ausfiillen der letzteren mit Bleiacetat. Das ab- 
filtrierte und gut getrocknete Bleisalz wurde behufs Abtrennung 
der gesiittigien von den ungesiittigten Siiure dreimal mit Ather 
extrahiert und der nicht in Lésung gegangene Teil auf einem 
Filter gesammelt. 

Die nithere Untersuchung der in der iitherischen Losung 
befindlichen) Substanzen ergab das Vorhandensein  grosser 
Mengen von neutralen Kérpern und nur ganz geringen Mengen 
von ungesiittigten Fettsiiuren in Form von Bleisalz. Da, wie 
spiiter. zu beschreibende Versuche ergeben haben, im_ frisch 
verseiften Hefefett bedeutende Mengen von Olsiiuren euthalten 
sind, miissen dieselben im vorliegenden Versuch unter Bildung 
der neutralen Substanzen zersetzt worden sein, offenbar wiih- 
rend des dreiw6chentlichen Stehens des Fettsiuregemisches 
bei Gegenwart von Luft. Das in Ather unlisliche Bleisalz 
wurde 10 Minuten lang mit verdiinnter Salzsiiure zum Sieden 
erwiirmt, worauf man die in Fretheit gesetzte gesiittigte Fett- 


1) Noch nicht nachgewlesen. 
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siure durch Ausschiitteln der sauren Fliissigkeit mit Ather 
isolierte. Zur Reinigung wurde sie zweimal aus Petroliither 
und sodann einige Male aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
So dargestellt bildet die Fettsiure, welche, wie vor- 
greifend bemerkt werden soll, einheitlicher Natur ist, weibe 
glanzlose Blattchen vom Schmelzpunkt 54°. Sie ist kaum 
loslich in Wasser, miibig in kaltem Methylalkohol, starker 
Essigsiiure und Petrolither. Die Losung der Alkalisalze schiiumt 
stark. Ca- und Ba-Salz werden als unlisliche Niederschliige 
erhalten. Brom in Schwefelkohlenstoff ist ohne Einwirkung. 
Die Analyse ergab Zahlen, welche am besten fiir die 
Formel C,;H,,0, stimmen. 
I. O0,1899 Substanz = 0,5181 CO, und 0.2137 H,O 
0,1924 = 05232 CO, » 0.216% 
Ill. O41818 >» 0.4964 CO, » 02018 H,0 


Berechnet fiir: Gefunden: 
I. Il. Ill. 
73,77 74,38 79,0 74,4 74,44 7446 
H 12,28 12,38 12.5 1248 1249 12,33 


Dafi die Saure nicht identisch mit der Myristinsiiure ist, 
mit welcher sie in Schmelzpunkt und Aussehen sehr nahe 
iibereinstimmt und fiir welche auch die Analyse leidlich stimmt, 
geht daraus hervor, dab ein Gemisch der beiden Verbindungen 
eine Schmelzpunktdepression von 9° zeigt. Ebensowenig liegt 
ein Gemenge von Stearinsiiure und Palmitinsiiure vor, denn 
abgesehen davon, dali bei den Krystallen unserer Verbindung 
der Fettglanz fehlt, welcher sowohl der Stearin- und Palmitin- 
siure, wie einem Gemisch von beiden zukommt, konnte die 
Zerlegung in eine hoher und eine niedriger siedende Fraktion 
nicht erreicht werden, wie folgender Versuch zeigt: 

Eine alkoholische Aufldsung des Natriumsalzes der Siiure 
(etwa 0,5 g), erhalten nach Hoppe-Seyler durch Auflésen 
der letzteren in wisseriger Soda, Eindampfen zur Trockne 
und Extrahieren mit absolutem Alkohol, wurde in der Siede- 
hitze mit BaCl, fractioniert gefillt und zwar dergestalt, dal 
® Fraktionen Baryumsalz erhalten wurden. Einzelne dieser 
Fraktionen verarbeiteten wir durch Erwiirmen mit verdiinnter 
Salzsiiure und Behandeln mit Ather auf die freie Siiure, 
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welche nach dem Verdampfen des Athers jeweils auf einem Uhr- 
glas im Exsiceator getrocknet und dann auf ihren Schmelzpunkt 
geprift ward. Hierbei ergaben sich folgende Schmelzpunkte: 


Fraktion 56° 
35° 


VIL 55° 
Unsere aus der Hefe isolierte gesiittigte Fettsiiure ist hier- 
nach sehr wahrscheinlich einheitlich und mit keiner’ bisher 
bekannten Siiure identisch. Der héchste beobachtete Schmelz- 
punkt ist 56° (unkorr.)!) Die Zusammensetzung der Siiure wird 
nach unseren Analysen durch die Formel C,,H;,.0, ausgedriickt. 


Il. Versuch. 


Nach dem soeben beschriebenen Versuche ist es zweck- 
miissig, die leicht veriinderlichen ungesiittigten Sdaduren des 
Hefefetts sofort weiter zu verarbeiten. Wir versetzten daher 
eine aus 30 ¢g Fett frisch hergestellte Seifenlauge mit einem 
auf das angewandte Alkali berechneten geringen Uberschub 
von Ammoniumacetat und fiillten dann die Bleisalze der Fett- 
siiuren durch Bleiacetat aus. Dieselben wurden nach dem 
Trocknen auf dem Tonteller dreimal mit Ather  extrahiert. 
Der in Ather unldsliche Teil der Bleiverbindungen ergab nach 
dem Erwiirmen mit Salzsiiure und Aussehiitteln mit Ather 
etwa 1 g einer halbfesten, nicht krystallisierten Saure, die nicht 
weiter untersucht wurde. 

Die in Ather léslichen Bleisalze iibergossen wir in einem 
11/2-Liteérkolben mit einem UberschuB von 5°/oiger Salzsiiure 
und destillierten das Gemenge unter Vorlage eines Kiihlers im 
Dampfstrom. Hierbei tritt Umsetzung der Bleisalze mit der 
Salzsiiure ein; gleichzeitig destilliert eine Olige Séiure mit den 
Wasserdiimpfen tiber. Wir setzten die Destillation so lange 
fort, bis einige Tropfen des Destillats den charakteristischen 
Geruch der zuerst tibergegangenen Partien nur noch schwach 
zeigien, und bis sich den iibergehenden Oltrépfchen einige 


1) Der bei Fraktion V beobachtete Schmelzpunkt 57° beruht wahr- 
scheinlich auf einem Beobachtungsfehler. 
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feste Partikelchen beimengten: wir erhielten so einige Deci- 
gramme einer Siure, deren niihere Beschreibung bei Versuch II] 
erfolgen wird. 

Der weitaus grOfte Teil der Fettsiiuren  befindet sich 
nach Unterbrechung der Destillation neben Bleichlorid im Riick- 
stand des Destillationskolbens, er wird durch Ausschiitteln 
mit Ather isoliert. Das nach dem Abdunsten des letzteren 
hinterbleibende dunkel gefiirbte Ol erstarrt bei Zimmertem- 
peratur zum Teil. Behufs Gewinnung dieses festen Teiles 
wurde die Masse auf einen Tonteller gestrichen und das 
Zuriickbleibende zunichst aus Ligroin, dann drei Mal aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. Das so hergestellte Produkt 
bildet schwach gelblich gefiirbte kugelige Gebilde, welche an- 
scheinend aus feinen Nadeln zusammengesetzt sind. Die Aus- 
beute an reiner umkrystallisierter Verbindung — 1'/2 g — ist 
gering. Der Schmelzpunkt der Verbindung liegt bei 45°. 
Beim Behandeln mit Alkalien entstehen seifenartige LOsungen. 


Analyse. 

0,206 g Substanz = 0.5654 CO, und 0,237 
Il. 01333 > » = 03642 CO, 0,147 H,O 
If. O,2110 » > = 0.5715 CO, » 0.2368 H,O 

Berechet fiir: Gefunden: 
Cut, I. Il. IIT 1) 

C 74,68 73,57 7485 745 73,9 

H 12,04 12,08 12,67 12,3 12.64 


Versetzt man eine CS,-Lésung der Verbindung mit Brom 
bis zur Gelbfiirbung, verdunstet das Loésungsmittel und libt 
den Riiekstand tiber Natronkalk stehen, so resultiert eine brom- 
haltige, schwach gelblich gefiirbte Glige Siiure. Dieselbe ent- 
hilt nach den Resultaten der Brombestimmung auf 2 Atome 
br etwa 33 C-Atome. 

Berechnet fir: C,,H,,O,Br, Gefunden: 
Br = 23,39 23.12 


1) Die Analysen wurden von demselben Priiparate, aber in Ab- 
stiinden von einigen Tagen gemacht, dergestalt, daft Ill die letzte Analyse 
darstellt. Die Verbindung scheint sich, nach dem abnehmenden C-Gehalt 
zu schhiefen, an der Luft zu oxydieren. 
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Das untersuchte Priiparat ist nach den Resultaten dieser 
Analysen wahrscheinlich ein zusammenkrystallisierendes Ge- 
misch einer Siiure der Olsiiurereihe mit einer gesiittigten Siiure, 
etwa der oben beschriebenen Siiture vom Schmelzpunkt 56°. 
Leider verhinderte uns bisher Mangel an Material daran, der 
Frage niiher zu treten. 


Versuch III. Siiuren C,,H,,0, und C,.H,,0,. 

60 g Hefefett, dieses Mal nicht wie bei den friiheren 
Versuchen hellbraun, sondern dunkel gefiirbt, wurden genau 
in der bei Versuch Il angegebenen Weise auf die Bleisalze 
der fetten Siituren verarbeitet. Bei der Extraktion derselben 
mit Ather bestiitigte sich das friiher erhaltene Resultat. Die 
Salze waren bis auf einen ganz geringen Anteil, der tibrigens 
nicht zur Untersuchung einlud, in Ather léslich. 

Die iitherlislichen Bleisalze wurden wie bei Versuch II 
zuniichst mit verdiinnter HCl und Wasserdampf  behandelt 
und zwar wurde so lange destilliert, bis sich einzelne feste 
Partikelchen im Ubergehenden nachweisen liefen. Wir 
schiittelten die mit den Diimpfen tibergegangene Siaure mit 
Ather aus und erhielten nach dem Verdunsten des letzteren 
ein briiunlich gefiirbtes, in Wasser sehr schwer losliches, in 
Alkalien leicht lésliches Ol von durchdringendem charakte- 
ristischen Geruch. Seine Menge betrug etwa 11/2 g. 

Die Analyse des bei 100° getrockneten, nicht weiter 
gereinigten Priiparates ergab: 

I. O,L708 g Substanz == 0,4489 CO, und 0,1808 H,0. 


I. » > = 0,3766 CO, » 0,1492 H,0.1) 
Berechnet fiir: Gefunden: 
I. Il. 
71.67 72.5 
H 11.11 11.76 7. 


Destilliert man die Saéure im Vacuum bei 12 mm Druck, 
so geht fast alles bis auf einige Tropfen Voriauf und eine 
kleine Menge braun gefiirbten Riickstandes bei 180—150° tiber.?) 


1) Analyse des bei Versuch II erhaltenen Praparates. 
2) Kin genauer Siedepunkt konnte der kleinen Menge wegen 
nicht beobachtet werden. 
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Die so gereinigte Siiure ist farblos und geruchlos. Der 
dem rohen Priiparate eigene penetrante Geruch stellt sich aber 
beim Stehen an der Luft wieder ein: er verdankt seine Ent- 
stehung offenbar einer Oxydation — einem Ranzigwerden — 
der Siiure. Dieselbe ist, wie schon erwihnt, sehr schwer lis- 
lich in Wasser; mit den Alkalien gibt sie schiiumende L6- 
sungen: Ca- und Ba-Salz werden als unlisliche Niederschliige 
erhalten. Brom in Chloroformlésung wird lebhaft absorbiert. 
Hierbei entsteht eine élige, in Wasser untersinkende Siiure. 
Die Analyse der frisch destillierten ungesiattigten Siiure ergab 
Zahlen, welche recht gut fiir eine Verbindung der Olsiurereihe 
mit 12 Kohlenstoffatomen stimmen. 

0.2414 g Substanz = 0,6446 CO, und 0,2434 H,O. 


Berechnet fiir: C,,H,,O, Gefunden: 
C 72,72 72,82 
H 11,11 11,20. 


Wenn auch die Darstellungsmethode keine Garantie fiir 
die vollige Reinheit des analysierten Priiparates bietet, so ist 
es doch unseres FErachtens wahrscheinlich, hier im 
wesentlichen eine einheitliche Verbindung von der Formel 
C,oH,,0, vorliegt. 

Das nach dem Abdestillieren der eben erwiihnten Siiure 
im Destillationskolben verbleibende Siiuregemisch wurde wie 
bei Versuch II durch Ausschiitteln mit Ather isoliert. Da es 
wenig Neigung zum Festwerden zeigte, unterwarfen wir es der 
fraktionierten Destillation im Vacuum. 

Wir erhielten nach dreimaliger Fraktionierung, zuerst bei 
20 mm, dann 2mal bei 12 mm Druck: 

1. einen Vorlauf bei 150—210° (12 mm) siedend, aus 
Fettsiiuren bestehend; 

2. die Hauptiraktion ziemlich konstant bei 210—220° 
(12 mm) siedend; aus fetten Siuren bestehend; 

3. einen Nachlauf iiber 220° siedend: beim Erkalten zum 
Teil erstarrend: alkalil6slich; 

4. ein dunkel gefiirbtes, im Vacuum bei 20 mm Druck 
nicht mehr unzersetzt iibergehendes, in Alkali unlésliches OL. 
Die Menge desselben ist betriichtlich. Es liegt offenbar ein 
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Zersetzungsprodukt vor, welches wohl wiihrend der Verarbeitung 
des Hefefetts entstanden ist. 

Von diesen Fraktionen wurde die zweite, welche den 
konstantesten Siedepunkt zeigte, niher untersucht (ca. 6 g). 
Zunichst kihlten wir sie auf 0° ab, wobei sie zum Teil 
krystallinisch erstarrte; der feste Bestandteil wurde bei 0° 
auf der Pumpe scharf abgesaugt und sodann einige Male aus 
Methylalkohol und starker Essigsiiure umkrystallisiert. Wir 
erhielten so in einer Menge von etwa 15°%/o des Ausgangs- 
materials eine gesittigte Fettsiure vom Schmelzpunkt 54°, 
deren niihere Untersuchung die Identitiéit mit der bei Versuch I 
erhaltenen Siiure C,,H,,O, ergab. 

Das von der festen Siiure abgesaugte Ol ist schwach 
gelblich gefiirbt. Beim starken Abkiihlen in einer Eiskoch- 
salzmischung triibt es sich, indem ein tibrigens nur geringer 
Teil fest wird. Das Ol ist optisch inaktiv. Mit den Alkalien 
entstehen seifenartige LOsungen; die ammoniakalische Auf- 
losung gibt mit CaCl, und BaCl, unlésliche Niederschliige. 
Da die dlige Saure offenbar noch etwas Séure C,,H;,O, in 
Losung hiilt, versuchten wir die Abscheidung der letzteren 
durch Behandeln der auf bekannte Weise hergestellten Blei- 
salze mit Ather. Hierbei ergab sich, da’ das Bleisalz der 
Siiture C,.H,,0, unter den vorliegenden Bedingungen etwas 
weniger léslich in Ather ist, wie das der 6ligen Siure, dab 
aber eine Trennung der beiden Siiuren auf diesem Wege durch 
Behandeln der Bleisalze mit Ather nicht méglich ist. Das 
Resultat ist nicht tiberraschend, denn nach den bei der Ver- 
arbeitung der Fettsiiuren gemachten Erfahrungen ist das Blei- 
salz der Siiure C,.H,,0, an und fiir sich unléslich in Ather 
(Versuch 1), wird aber leicht léslich bei Gegenwart von viel 
Bleisalzen der Olsiiurereihe (Versuch II und If). Die Menge 
der in dem abgesaugten Ol enthaltenen Siiuren C,,H,.0, ist 
iibrigens, wie der Trennungsversuch erkennen 1laibt, wahr- 
scheinlich nur gering. Die Analyse der Oligen Saure, wie sie 
nach dem Absaugen bei O° erhalten wurde, ergab Zahlen, 
welche gut fiir eine Verbindung von der Formel der Olsiiure 
stimmen. 
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0.2052 g Substanz = 0,5758 CO, und 0.2228 H,0. 


Berechnet fiir: C,,H,,O, Gefunden: 
76,59 76,52 
H 12,06 12,06. 


Selbstredend ist diese genaue Ubereinstimmung aber nur 
eine zufiillige, da das analysierte Produkt ja nicht einheitlich 
ist, sondern noch feste Siiure gelést enthalt, und da es auber- 
dem innerhalb 10° siedet. Bedenkt man jedoch, da ein 
Gemisch von 20 Teilen der Siiure C,;H,,O, mit 80 Teilen 
Olsiiure bei der Verbrennung Zahlen ergibt, welche nur um 
0,4°/o beim Kohlenstoff, um 0,03°/o beim Wasserstoff von 
den fiir Olsiiure verlangten abweichen; bedenkt man weiter, 
der Siedepunkt kleiner Quantitéten im Vacuum schwer 
konstant zu halten ist, so wird man schlieben, dal die 
analysierte Siiture nach Abzug der noch in ihr aufgelésten ge- 
siittigten Fettsiiure zum wesentlichen Teil aus einer Siiure 
C,,H;,0, besteht. Ob Olsiiure vorliegt, miissen weitere Ver- 
suche ergeben; auffallend ist, dafi der Geruch unserer Siiure 
beim Ranzigwerden vollig von dem der ranzigen Olsiiure ab- 
weicht. 

Wie man sieht, sind die bisher erhaltenen Resultate 
noch liickenhaft. Eimigermafen sicher gestellt ist das Vor- 
handensein zweier Siiuren, der Olsiiurereihe C,,H,,0, und 
sowie einer gesiittigten Fettsiiture C,,H,,0, vom 
Schmelzpunkt 56° im Hefefett. 

Die weitere Untersuchung wird sich zuniichst mit der 
genauen Feststellung der Zusammensetzung und Eigenschaften 
dieser Verbindungen beschiiftigen haben. Ferner wiiren 
die bei 150—210° und iiber 220° siedenden Partien der unge- 
siittigten Siiuren genauer zu untersuchen; sie enthalten wahr- 
scheinlich weitere Homoioge der Olsiiure C,,H,,0,, ete. 

Die Entwirrung dieses Gemenges von Olsiiuren ist aber 
offenbar nur mit grossen Mengen von Material durchzufiihren. 


Medizinische Wirkung des Hefefetts. 
Wie der Eine von uns im Verfolg der Arbeiten friiherer 


1) Auch das Verhalten unserer Siiure gegen N,O, scheint anders 
zu sein. 
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Autoren!) gefunden hat, kommt der lebenden wie der toten 
Hefe eine gelind abfiihrende Wirkung zu. Die Untersuchung 
des hier beschriebenen Hefefetts hat nun ergeben, dab diese 
Substanz in dhnlicher Weise abfiihrend wirkt und daf sie 
demnach, wenn nicht der alleinige Triiger jener Hefewirkung, 
so doch an derselben wesentlich beteiligt ist. AuSerdem 
wurden therapeutische Erfahrungen gemacht, die auch auf eine 
gewisse Wirksamkeit des Fettes bei Hautaffektionen schlieBben 
lassen. Niiheres soll an anderer Stelle mitgeteilt werden. 


Cholesterine der Hefe. 


Wie friiher erwihnt, gibt die beim Verseifen des Hefe- 
fetts resultierende Lauge beim Schiitteln mit Ather Cholesterin 
und iitherisches Oel (zuweilen auch etwas unverseiftes Fett) 
an diesen ab. 

Zur Gewinnung des Cholesterins werden die von mehreren 
Versuchen  herriihrenden iatherischen Ausschiittelungen  ge- 
sammelt. 2) Man verdunstet den Ather und list den Riick- 
stand in moéglichst wenig heibem Alkohol auf; beim Erkalten 
krystallisiert das Hefecholesterin aus, wiihrend der Riechstoff 
der Hefe in der Mutterlauge bleibt. 

Nach mehrmaliger Krystallisation aus Alkohol erhalt 
man das Hefecholesterin in farblosen Blaéttchen vom Schmp. 
159° (unkorr). Dieselben geben mit CHCI, und konz. H,SO, 
die bekannte Rotfiirbung. Sie sind schwer ldslich in kaltem 
Alkohol, miBig lOslich in Eisessig: in Chloroform sind sie auch 
in der Wiirme ziemlich schwerldslich. 

Die Verbindung ist nicht identisch mit dem von Schulze 
und Barbieri*) entdeckten Caulosterin, welches nach den ge- 
nannten Autoren fast denselben Schmelzpunkt 158—159° hat, 
und zwar aus folgenden Griinden: 


1) KE. Roos, Zur Behandlung der Obstipation. Minchener med. 
Wochenschrift, Bd. 43. (1900.) 

2) Da die Hefe nur wenig Ch. enthilt (mach Niégeli und Liw 
0.06 0), ist es zweckmiifiig, das Material von etwa 5 Kilo Hefe zu 
sammeln. 

3) Journ. f. prakt. Chem, 25, 165. 
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1. Ein Gemisch von Schulze’s Caulosterin mit Hefe- 
cholesterin zeigt eine Schmelzpunktdepression von 6°. 

2. Das aus Alkohol krystallisierte und an der Luft ge- 
trocknete Hefecholesterin schmilzt im Dampfschrank zu einer 
gelblichen, halbfesten Masse zusammen; Caulosterin bleibt unter 
denselben Verhiiltnissen unveriindert. 

3. Das im Exsiecator getrocknete Hefecholesterin fiirbt 
sich beim Aufbewahren im Dampfschrank gelb, ebenso im 
Sonnenlicht; Caulosterin bleibt farblos. 

Wir waren in. der Lage, diese Vergleiche mit einem 
Originalpriiparat von Caulosterin auszufiihren, welches uns 
Herr Prof. E. Schulze freundlichst tiberlassen hat. 

Die Analysen des tiber Schwefelsiiure getrennten Hefe- 
cholesterins ergeben Zahlen, welche fiir die Formel C,,H,,O 
stimmen. 

I. 0,2058 Subst. == 0,6325 CO, und 0,2101 H,O 


II. 0.0907 » = 0,2773 CO, » 0.0975 H,O 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,,H,,0 I. II. 
C 83,87 83,81 83,35 
H 11,82 11.35 11,9 


Die aus Alkohol krystallisierte und an der Luft getrocknete 


Verbindung verliert beim Stehen itiber Schwefelsiiure bis zum 
konstanten Gewicht: 


Berechnet fiir: Gefunden: 
Cy H,,0 + H,0 Il. Il. 
H,O = 4,61 97 316 3.62 


Diese Zahlen deuten darauf hin, dali das Hefecholesterin 
beim Liegen an der Luft bereits einen Teil seines Krystall- 
wassers verliert oder aber, dali es aus zwei isomeren Ver- 
bindungen besteht, von denen nur die eine Krystallwasser 
enthiilt. Hefecholesterin ist linksdrehend, wie die meisten 
Cholesterine. 

Wie erwiihnt, schmilzt das hier beschriebene Praparat von 
Hefecholesterin bei 159°. Wir erhielten diesen Schmelzpunkt 
bei vier verschiedenen Darstellungen stets wieder. Auch aus 
Prefhefe konnte ein identisches Priiparat’ isoliert’ werden. 
Nur in einem Fall bekamen wir aus Bierhefe ein niedriger 
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schmelzendes Produkt, das seinen Schmelzpunkt 145— 148° 
trotz hiiufigen Umkrystallisierens aus Alkohol und Eisessig 
nicht iinderte. 

Die Hefe enthiilt hiernach mindestens zwei verschiedene 
Cholesterine. 


Das iitherische Ol der Hefe. 


Die eben erwiihnten, das iitherische Ol der Hefe ent- 
haltenden alkoholischen Laugen werden durch Verdunstung vom 
Alkohol befreit, worauf man den Riickstand mit Wasserdampf 
behandelt. Man destilliert so lange, wie sich der angenehme 
Geruch des jitherischen Ols im Ubergehenden bemerkbar 
macht. Das aus dem gesamten Destillat durch Ausithern 
gewonnene iitherische Ol der Hefe ist farblos: es riecht in 
konzentriertem Zustand nach Hyacinthen, in verdiinntem nach 
Hefe. Offenbar ist es der Triiger spezifischen Hefe- 
geruchs. 

Leider lassen sich nach der hier beschriebenen Methode 
nur schr geringe Mengen des interessanten Stoffes gewinnen; 
wir erhielten aus 10 kg trockener Hefe nur einige Decigramm 
des Ols. iibrigens unsere Gewinnungsmethode unvoll- 
kommen ist, geht daraus hervor, die alkoholischen 
Hefeextrakte beim Abdestillieren des Alkohols ein den 
charakteristischen Hefegeruch zeigendes Destillat geben. Das 
Hefedl ist demnach mit den Alkoholdiimpfen etwas_ fliichtig 
und entzieht sich daher bei der von uns angewandten Methode 
zum Teil der Isolierung. Wahrscheinlich wird man bei der 
Extraktion der Hefe mit Ather bessere Ausbeuten erhalten. 


Zum Schluf geben wir eine Zusammenstellung der aus 
der Hefe dargestellten Verbindungen: 

1. Hefecholesterin C,,H,,O: Farblose blittchen vom Schmp. 
1599: nicht identisch mit Caulosterin; vielleicht noch nicht 
einheitlich, 

Hefecholesterin vom Schmp. 145—148° nur einmal er- 
halten. 
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2. Atherisches Ol der Hefe: Farbl. Ol mit Hyacinthen- 
geruch: mit Wasserdiimpfen fliichtig. 

3. Siure C,.H,,0,: Farblose, glanzlose Blittchen, Schmelz- 
punkt 56°, 

4, Siture C,,H,,0, [2]: Farb- und geruchloses Ol. Der 
Geruch der ranzig gewordenen Siiure ist charakteristisch. 

5. Siiure C,.H,,0, [?]: Farbl. Ol: Siedepunkt 210—220° 
(12 mm). Die Identitiit mit der Olsiiure noch nicht. fest- 
gestellt. 

Hierzu sei historisch bemerkt, dali der Fettgehalt 
der Hefe schon seit langem bekannt ist (Niigeli und Low, 
Ann. d. Ch. 193, 822), daBi aber tiber die Zusammensetzung 
des Fettes bisher keine Versuche vorlagen. Der Cholesterin- 
eehalt der Hefe ist von Niigeli und L6w konstatiert worden; 
iiber die Kigenschaften des Hefecholesterins war bisher nichts 
bekannt. Das iitherische Ol der Hefe ist von den bisherigen 
Beobachtern, die wohl stets mit kleinen Mengen Hefe gearbeitet 
haben, iibersehen worden. 

Herrn Dr. A. Fried! und Herrn Apotheker Harrer, die 
uns bei diesen Versuchen unterstiitzt haben, sagen wir auch 
an dieser Stelle unseren besten Dank. 


a 


Uber die physiologische Wirkung einiger Phenanthrenderivate. 
Von 


P. Bergell und R. Psehorr. 


(Aus dem I. chem, Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Marz 1903) 


Das Morphin leitet sich bekanntermafen vom Phenanthren, 
dem cyklischen Kohlenwasserstoff C,,H,), ab; der basische 
Charakter des Morphins ist wie bei allen Alkaloiden durch 
den Gehalt an Stickstoff bedingt. Den Versuchen, die physio- 
logische Wirkung des Morphins auf einzelne Atomgruppen 
zuriickzufiihren, wurden bisher fast ausschlieblich  stickstoff- 
haltige Verbindungen, welche dem Morphin nahe standen, zu- 
erunde gelegt. Die nachfolgenden Untersuchungen wurden 
ausgefiihrt, um zu ermitteln, ob und in welchem Grade dem 
Phenanthren und seinen stickstofffreien Derivaten eine physio- 
logische Wirkung zukommt. 

Dabet ergaben sich folgende Tatsachen: Das Phenan- 
thren selbst verhiélt) sich dem Organismus gegeniiber vollig 
indifferent. Da fiir die Versuche ein geeignetes L6sungs- 
mittel fiir Phenanthren fehlt, wurde die Substanz den 
Versuchstieren in wiisseriger Suspension per os_ eingefiihrt. 
Diese Versuche wurden, um die Verhiiltnisse der Resorption 
am besten verfolgen zu konnen, ausschlieblich an Kaninchen 
vorgenommen, da wir erwarteten, dali in’ Analogie mit 
andern aromatischen Kohlenwasserstoffen auch das Phenan- 
thren als) Glukuronsiiurepaarling den Harn iibergehen 
werde, eine Funktion, die vorzugsweise der Organismus des 
Pflanzentressers erfiillt.. Diese Vermutung wurde durch das 
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Experiment bestiitigt, es resultierte ein Harn, welcher alle 
Reaktionen der gepaarten Glukuronsiiuren zeigte, jedoch scheiterte 
die Isolierung des linksdrehenden Glukuronsiiurederivates zwar 
ebenso wie die Gewinnung des demselben zugrunde liegenden 
Oxyphenanthrens an der leichten Zersetzlichkeit der Substanzen. 
Ks gelang uns aber, den Nachweis des Phenanthrenmolekiils 
in der gebildeten Siéure zu erbringen, als bestiindigere 
Bleisalz der letzteren der Zinkstaubdestillation unterworfen 
wurde. Das hierbel gewonnene Phenanthren wurde durch die 
Analyse, seine Kigenschaften, sowie durch Darstellung und 
Analyse des Pikrates als solehes erkannt. 

Es darf wohl auch hier die intermediire Bildung cines 
QOxyphenanthrens, eines Phenanthrols C,,H,OH, angenommen 
werden, da vom Kampfer und den eyklischen Terpenen erwiesen 
sein diirfte, dah sie sich im Tierkérper durch Oxydation oder 
Hydratation in ihre Monooxyderivate verwandeln, welche an 
(ilukuronsiiure gepaart ausgeschieden werden.') Gegen- 
<atz zum ungiftigen Glukuronsiiurederivat erzeugen die Oxy- 
phenanthrene beim Warmbliiter schwere tetanisehe Anfiille. 
Der Wirkungsgrad erscheint von der Stellung der Hydroxyl- 


gruppe Phenanthrenkern — zur Anwendung gelangte 
2-Phenanthrol, 3-Phenanthrol und 9-Phenantrol — ziemlich 


unabhiingig. Den analogen Symptomenkomplex ruft eine Carbon- 
siiure des Phenanthrens hervor. Auch eine Sulfosiiure erzeugte 
noch Krimpfe. Als Typus der ganzen Klasse von vor- 
genannten Phenanthrenderivaten, welche sofort) ein Stadium 
schwerer tetanischer Erscheinungen auslésen, wurde die Phen- 
C,,Hj,COOH gewihlt und eingehender 
untersucht. Bei derselben wird die Wirkung durch Eintritt 
einer Methoxylgruppe (4-Methoxyphenanthren -9 - carbonsiiure ) 
nur wenig beeinflubt, wahrend eine weitergehende Anhiiufung 
alkylierter und acylierter Hydroxyle (3-Acetoxy-4-8-Dimethox y- 
Phenanthren-9-carbonsiiure) die Krampf- und Giftwirkung 


1) Fromm und Hildebrand, Zeitschr. f. phys. Chem., Bd. 
Fromm und Clemens, Zeitschr. f. phys. Chem., Bd. XXXIV. 
Hildebrand, Arch. f. exper. Path. und Pharm., Bd. 44, S. 278. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVIIL 2 
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wesentlich herabsetzt. Eine narkotische Wirkung wurde in 
der gesamten Gruppe nicht beobachtet. 

Inwieweit die Wirkung der Phenanthrole mit jener des 
Morphins, welches ja ebenfalls den Phenanthrolkomplex ent- 
hilt, in Beziehung gebracht werden darf, ob Verhalten 
dieser Korperklasse eine Erklirung fiir die tetanische Kom- 
ponente der Morphinwirkung bietet, diese Frage méchten wir 
vorerst noch unbeantwortet lassen. 

Wesentlich verschieden von der Wirkung der Phenan- 
throle und Carbonsiiuren ist jene von Derivaten des Phenan- 
threnchinons, von welchen Phenanthrenchinon-3-Sulfosiiure zur 
Untersuchung gelangte. Diese Substanzen sind ausgesprochene 
Methiimoglobinbildner in vitro, wie im Organismus, was wohl 
dem tiberwiegenden Einfluj der Chinongruppe zuzuschreiben 
ist. Keine dieser Verbindungen ruft jenes tetanische Stadium 
hervor, welches bei der erstgenannten Gruppe von Phenan- 
threnderivaten in charakteristischer Weise eintritt. 


Experimenteller Teil. 
Phenanthrenglukuronsiiure. 

Zwei Kaninchen werden tiéglich durch die Schlund- 
sonde mehrere Gramm reinen Phenanthrens in den Magen 
eingefiihrt. Zu diesem Zweek wird das Phenanthren mit 
wenig Spiritus benetzt, verrieben und mit Wasser auf- 
geschlemmt. Es gelingt dann leicht, vermittelst einer zweiten 
inneren Sonde die Substanz fast quantitativ ohne gribere 
Wassermengen einzufiihren. Im ersten Versuch erhielten zwei 
Tiere (1, Il) in 5 Tagen ca. 44 g. Der in den niichsten 2% Stunden 
nach jeder’ Eingabe gesammelte Harn zeigt eine starke Links- 
drehung. Die Verhiiltnisse von Phenanthrendosis, Harnmenge 
und Drehungsvermégen sind: 


Phenanthren eingefiihrt 4g 8g Sg 
Harnmenge in cem 200 21) 20 350 
Linksdrehung Saecharose — 0,7 1.8 2 4 3,8 2,2 


Die linksdrehende Substanz geht nach Ansiiuern 
mit Schwefelsiiure beim Ausschiitteln des Harns mit zwei 
Volumen Ather bereits in reichlicher Menge in den Ather iiber. 
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Schiitteln des angesauerten Harns mit zwei Volumen Amylalkohol 
vermindert die Linksdrehung auf? /4 des urspriinglichen Wertes. 
Durch bleizucker ist die linksdrehende Substanz nicht fiillbar, 
wohl aber durch Bleiessig. Durch Erhitzen des ganz schwach 
angesiiuerten Harns im Einsechlubrohr auf 110—120° vier 
Stunden wird die Linksdrehung in eine schwache Rechts- 
drehung verwandelt. Die Fliissigkeit reduziert nunmehr stark 
alkalische Kupferoxydlosung, wiihrend sich der native Harn 
bei der Trommerschen Probe wie ein normaler Kaninchenharn 
verhilt. Ebenso verschwindet die Linksdrehung bei lingerem 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiiure, jedoch gelingt die zur 
Feststellung der schwachen Rechtsdrehung notige Entfirbung 
alsdann bekanntlich schwerer. Die Salzsiiure - Phloroglucin- 
reakuion ist vor wie nach der Spaltung stark positiv. Beim 
Ausschiitteln. mit Amylalkohol resultiert erst eine Rotfirbung 
mit Absorplionsstreifen im Anfang des Griin, dann eine griin- 
blaue Farbe. Ebenso gibt der Harn vor wie nach der Spaltung 
im Rohr die Salzsiure-Orcinreaktion. Das bei dieser Reaktion 
nach dem Ausschiitteln mit Amylalkohol erhaltene Absorptions- 
spektrum wurde durch analoge Reaktion mit reinem Glukuron- 
siurelakton und reiner |-Arabinose verglichen, da sich die 
scharfen Grenzen des Bandes zu einer Messung eignen. 

1. Reines grobkrystallisiertes Glukuronsiiurelakton wird 
in Wasser gelést. HCl-Orcinreaktion: Rotfiirbung beim Kochen. 
Spektroskopischer Befund der sauren Loésung: Streifen am 
Anfang des Griin, Grenzen unscharf. Ausgeschiittelt mit Amyl- 
alkohol: Griinfiirbung. Scharfbegrenztes, schmales Absorptions- 
band Mitte des Rot. 

Messung: Natriumlinie 20,0, Lithiumlinie 15,5, linke Grenze 
17,2, rechte Grenze 18,6. 

2. Kaninchenharn nach Spaltung im Rohr. 

Analog 1. Amylaikohol tiefgriin gefiirbt. Messung: L. Gr. 
17,4, r. Gr. 18,8. 

3. Nativer Harn nach Phenanthrenverfiitterung. Tiefgriine 
amylalkoholische Loésung. 

Messung: L. Gr. 17,6, r. Gr. 18.8. 

4. Reine grobkrystallisierte |-Arabinose. Amylalkoholische 
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Losung erst rotviolett, dann tiefgriin. Messung: L. Gr. 17,5, 
r. Gr. 88,2. 

Versuchsbedingungen: 1 Volumen Loésung, 1 Volumen 
konz. HCl. Lebhaftes Sieden, sofortiges Ablesen bei Hervor- 
treten nur eines scharfen Streifens im Rot. Bei richtiger Aus- 
fiihrung entsteht stets nur ein scharfbegrenztes Absorptionsband, 
dessen Breite von der Konzentration relativ unabhiingig 
Aus diesen Untersuchungen und Reaktionen geht die Anwesen- 
heit eines Glukuronsiiurepaarlings mit Sicherheit hervor. Die 
Versuche, densclben rein darzustellen, miflangen, da die aus 
dem Bleisalz in Freiheit gesetzte iitherlésliche Siiure sich sehr 
schnell bet Konzentration der Losung zersetzte. Da wir nach allem, 
was iiber gepaarte Glukuronsiiuren bekannt, annehmen mubten, 
dafi eine Phenanthrolglukuronsiure vorlag, so wurde noch ver- 
sucht, durch direkte Acetylierung des Bleisalzes das betreffende 
Phonanthrol zu identifizieren. Dieselben fiihrten jedoch zu keinem 
positiven Ergebnis. Dal tiherhaupt eine Verbindung von Phenan- 
thren mit Glukuronsiiure vorlag, wurde folgendermaben erwiesen. 
Zwei weiteren gesunden Tieren (III, IV) wurde analog Phenan- 
thren in grOberer Dosis gereicht. 

Tier Ill. Anfang des Versuchs Gew. 2580 g, nach dem Versuch 2650 g, 

IV. » 2200 » > > » 2580 ». 
Futter gemischt. Freflust blieb erhalten: keine Krankheits- 
erscheinungen, Dosis, Harn ete.: 


Datum 25.9.02 26.9, 27.9, 28.9. 29.9. 30,9. 1.10. 2.10. 3.10. 
Phenanthren vg 7g Tg — Te 7g 


Harn von 12 
St. zu verl. 


Harnmenge cem 250 250 250 180) 270 100 300 
Linksdrehung in 
Saccharose 2,3 40 6,0 5,0 22 03 


(iesamt verfiittert’ 37 Phenanthren.  Aufgefangen wurden 
1900 cem Harn von durehschnittlichen Linksdrehung 
entsprechend der Rechtsdrehung von 4,1 %/o Rohrzucker 
| -+34,78). 

Wiirde man annehmen, dali alles Phenanthren zu Phenan- 
throl oxvdiert) und als) Glukuronsiiurpaarling ausgeschieden 


wurde, so berechnet sich fiir diese gepaarte Glukuronsiiure be- 
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reits eine spezifische Drehung von [aly —= —35; in Wirklich- 
keit wird daher die spezifische Drehung der gepaarten Glukuron- 
siiure hoher liegen. Der Harn wird mit neutralem Bleiacetat 
gefiillt. Der Niederschlag enthiilt bereits etwas optisch aktive 
Substanz. Mit 300 verdiinnter Essigsiiure  behandelt, 
ergibt derselbe Filtrat IL (dreht 3,2 °/o links im Saccharimeter, 
2 dem-Rohr). Fillrat, mit basischem Bleiacetat gefiillt, liefert 
Niederschlag Filtrat) hiervon enthiilt noch etwas links- 
drehende Substanz, ohne mit weiterem basischen Bleiacetat noch 
einen Niederschlag zu geben. Es wird mit Filtrat IL vereinigt 
und mit NH, ++ bleiacetat behandelt. Der entstehende Nieder- 
schlag, wie Niederschlag | in vacuo getrocknet, enthiilt mit 
diesem zusammen fast die gesamte linksdrehende Substanz. 

Je 20 ¢ Bleisalz werden der Zinkstaubdestillation unter- 
worfen. Das destillierte Produkt wird zweimal aus Alkohol, 
darauf einmal aus Ligroin umkrystallisiert. Schmelzpunkt 99° 
(unkorr.). Kine Probe, mit reinem Phenanthren vom Schmelz- 
punkt 99—100° gemischt,!) zeigt den Schmelzpunkt 98—99 °. 
Das aus den alkoholischen Mutterlaugen erhaltene Pikrat stellt 
lange rotbraune Nadeln dar vom Schmelzpunkt 142—143 ° 
(unkorr.). Eine Probe, mit reinem Phenanthrenpikrat (gelbe 
Nadeln, Schmelzpunkt 148 °) gemischt, schmilzt ber 142°. 

Das aus dem Pikrat schlieblich erhaltene reinste Phenan- 
thren zeigt den Schmelzpunkt 100°, mit reinem Phenanthren 
gemischt 100°. 

0.1405 ¢ ergeben 0.4855 CO, und 0,0716¢ H,O. 


Berechnet: C = 94,38 Gefunden: 93,85 ° 
> H= 5,62 >» > 
CH 100,00 °/o 99,51 


Phenanthrenpikrat aus dem Bleisalz. Schmelzpunkt 142 °. 
0.1240 ¢ Substanz ergeben 10,8 cem N; 189: 765 mim. 


Berechnet: N == 10,51 °/o Gefunden: 10,13 5 
Nach Abschluf der Verfiitterungsperiode nochmals 5 ¢ 


1) Zur Verfiitterung gelangte reines Phenanthren (Schmelzp. 9 
bis 1009 welehes uns von den Héchster Farbwerken in bereitwilligster 
Weise zur Verfiigung gestellt wurde. 


Ke 


22 P. Bergell und R. Pschorr, 
per os: nach einigen Stunden getotet. Herzblut zeigt kein 
Methiimoglobin, bei entsprechender Verdiinnung reines Oxy- 
hiimoglobinspektrum, reduziert durch Schwefelammon Hiimo- 
globin. 

Phenanthren - 9-carbonsauregruppe. 


T. N. V. 


Maus von ca. 15 g Gewicht erhiilt 0,02 g Phenanthren- 
9Y-carbonsiiure '!) als Kalisalz subkutan. 

Tier liiuft in den ersten 4 Minuten post injectionem 
noch umher. Keine St6rung der Bewegungen. Dann_ plotz- 
liche Steigerung der Reflexerregbarkeit und Eintritt von tonischen 
und klonischen Kriimpfen. Dieselben sistieren zeitweise, werden 
sofort durch Beriihrung, Erschiitterung der Unterlage ausgelost. 
Auf den Riicken gelegt dauernder Tetanus. Tod nach 45 
Minuten, scheinbar durch Tetanus der Atemmuskulatur. Nach 
1 Stunde keine tonische Krampf- oder Totenstarre. 


T. N. VI. 


Maus. Phenanthren-9-carbonsiure als Methylaminsalz 
subkutan 0,02 als 2°/oige Loésung. Hergestellt aus den 
Komponenten unter Abdampfen des iiberschiissigen Methylamins 
bis zur neutralen Reaktion. Die Wirkung ist die gleiche wie 
beim Kalisalz. 


T. N. VII. 

Frosch (Rana temp.). Phenanthren-9-carbonsiiure 0,05 g 
als Natronsalz. 1 Minute nach der Injektion werden die 
Spriinge schwiicher. Fluchtversuche tréiger. Nach 3 Minuten 
sich das Tier auf den Riicken legen. Krampfe treten 
nicht auf. Keine Anzeichen gesteigerter Reflexerregbarkeit. 
Nach 5 Minuten bewegungsunfihig, tot nach 10 Minuten. 


T. N. VU. 


Junger Hahn. Erhiélt subkutan 0,1 g Phenanthren-9-car- 
bonsiiure als Natronsalz in 10 °/oiger Losung. 

12 Uhr 39 Injektion. 12 Uhr 35 zeigt das Tier Gleich- 
gewichtsstOrungen, schwankt sichtbar, steht breitbeinig. Beim 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 29, S. 499 (1896). 
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Gehen zuniichst ausgesprochener Stelzengang, darauf fallt das 
Tier vorntiber. Kamm gleichmiibig rot wie vor dem Versuch. 
Die rechte Krallenhand ist fest geschlossen. 12 Uhr 38. Das 
‘Tier fallt hin, richtet sich wieder auf, stiirzt aber stets in 
cleicher Weise bei Eintritt von Tetanus der Extremitiiten 
wieder vorniiber. Defiikation, nicht blutig. 12 Uhr 42. Die 
Atmung wird nunmehr vermehrt, bald jagend. ‘Tetanus der 
Extremitiiten mehr und mehr ausgesprochen. Opistotonus tritt 
auf. Kamm wenig dunkler. 12 Uhr 55 Min. Das Tier ver- 
mag wieder zu gehen. Deutlicher Stelzengang mit zeit- 
weiligem Abstrecken eines Beins nach hinten. Die Sensibilitét 
bleibt dauernd erhalten. 1 Uhr 30. Die tetanischen Er- 
scheinungen sind noch nachweisbar. Das Tier sitzt zeitweise 
ruhig. Auf Reize keine so prompten Abwehr- und Flucht- 
versuche wie ante injectionem. Nach 2 Stunden ist es noch 
apathisch, sitzt still, fribt nicht an diesem Tage, schlift je- 
doch nicht. Am _ niichsten Tage lebt das Tier, zeigt keine 
schweren Krankheitserscheinungen mehr. 


a. EA. 


Hahn. 0,28 g Phenanthren-9-carbonsiiure als Natronsalz 
in 10 °/oiger Lésung. 

39 Sekunden nach der subkutanen Injektion stiirzt das 
Tier unter ausgesprochenen tetanischen Kriimpfen zusammen. 
Hauptsymptom ist der Tetanus mit Opistotonus. Nochmals 
aufgerichtet wenige Schritte deutlichen Stelzenganges mit Ab- 
strecken des Beines hach hinten. Plitzliches Zusammenziehen 
der Krallenhinde, die geschlossen bleiben. Jagende Atmung; 
diarrhoische profuse Entleerungen. Salivation. Alle diese Er- 
scheinungen sind in den ersten Minuten zu beobachten. Nach 
6 Min. mehr kataleptoider Zustand; die Extremitiiten behalten 
die ihnen passiv erteilte Lage, wenn dies vorsichtig geschieht, 
his wieder ein neuer Streckkrampf eintritt. Das Tier bleibt 
hunmehr nach ca. 10 Min. bereits auf der Seite liegen. Es 
ist scheinbar zu spontanen Bewegungen unfiihig; die Zahl der 
Anfiille ist nach ca. 20 Min. weniger hiiufig. In diesem vor- 
eertickten Stadium ist auch die Sensibilitiit erloschen. 
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Atmung zeigt Pausen. Dieses Stadium der Benommenheit, in 
dem die tetanischen Anfille sich vermindern, erstreckt. sich 
auf ca. 1 nach der das Tier verendet. Herzblut sofort 
untersucht. 

T. N. X. 

Hahn. Phenanthren-9-carbonsiiure als Natron- 
salz subkutan in 10°,oiger Losung., 

Sofortiges Hinfallen. Streckkriimpfe. Tetanus mit Opisto- 
tonus. Jagende Atmung. Diarrhéen. Salivation. Die Schlag- 
zahl des Herzens vor, wiihrend und nach den einzelnen An- 
fiillen nicht wesentlich different. Nach ca. 25 Min. geht das 
tetanische Stadium zu Ende, Sensibilitiit dann herabgesetzt. 
Es besteht noch cin gesteigerter Tonus der Muskulatur. Tier 
liegt auf der Seite. Exitus nach 50 Min. Herzblut sofort 
untersucht, 

T. 

Taube. O,2 phenanthren-9-carbonsaures Natrium = in 
10° Losung subkutan injiziert. 

Das Tier stiirzt nach ca. 1 Min. plotzlich hin’ unter 
tetanischen Kriimpfen. Sofort  stiirkster Opistotonus. Steht 
wiederholt noch auf in Intervallen der schnell folgenden An- 
fille, macht jedoch keine Gehversuche wie die injizierten 
Hliihne. Krallenhiinde geschlossen. Rad entfaltet. Diarrhden, 
nicht blutig. Jagende Atmung. Schnabel weit gedffnet. Wahrend 
bei T. N. X. das typische Bild mehr durch die Anomalien des 
Ganges gebildet wurde, fiihrt hier die ungleich auffilligere 
Beteiligaung der Rumpfmuskulatur mit ausgepriigtem Opistotonus 
zu cinem charakteristischen Symptomenkomplex. 

Nach bis %4 Std. folgen die Kriampfe in groberen 
Intervallen. Nach 4 Std. tot aufgefunden. Blut nicht untersucht. 
T. N. XIU. 

Taube. O.2 @ Phenanthren-9-carbonsiiure als Natron- 
salz subkutan in) wiisseriger Losung. Injektion 5 Uhr 4 Min. 
Nach * Min. zieht das Tier plétzlich die Krallen zusammen, 
fillt vorniiber, steht jedoch sofort wieder auf. Das Tier ver- 


2 


EK: 
Sy 


(ber die physiologische Wirkung einiger Phenanthrenderivate. — 20 


mag noch zu stehen; beim Versuch, zu gehen, fallt es jedoch 
stets in gleicher Weise vorniiber. Eine oder meist beide 
Extremitiiten werden hierbei maximal nach hinten gestreckt, 
die Fiinge sind fest) zusammengezogen.  Wiederaufgerichtet 
vermag das Tier zu stehen und versucht iingstlich, cine mog- 
lichst ruhige Stellung einzunehmen. Die Pupillen sind un- 
veriindert wiihrend des Versuches. Auf jeden Reiz, aber auch 
spontan in Pausen von 15 


20 Sek., wird ein derartiger te- 
tunischer Zustand ausgelést. 5 Uhr 9 Min. Die Atmung 
wird vermehrt, jagend, Tier fiillt auf die Seite. Krallen- 
hiinde wieder beide fest geschlossen. 

Uhr 11 Min. Abstrecken beider Beine nach hinten. 
Schnabel weit gedffnet. Auf Reize Abwehr, resp. Flucht- 
versuche. Keine Herabsetzung der Schmerzemplindung. lerz- 
aktion nicht wesentlich erregter. 

) Uhr 12 Min. Brechbewegungen und Erbsenwerfen. 
(Kropf vorher zum Teil gefiillt mit Erbsen.) Tier vermag auf 
wenige Sekunden nochmals allein aufzustehen. Wiederantritt 
eines nunmehr minutenlang andauernden Tetanus. Wieder- 
holtes  Erbrechen. 

) Uhr 16 Min. Erste Andeutung von Opistotonus, Sensi- 
hilitiit erhalten. Libt sich noch nicht auf den Riicken legen. 

Uhr 18 Min. Steht wieder auf, bei Gehversuchen tritt 
sofort der Krampfzustand ein (mit stiirkerem Opistotonus und 
schneller als bei Hiihnen, bei denen daher die Erscheinungen 
des Stelzenganges und der einseitigen Abstreckung  hiiufiger 
zu beobacten sind). 

® Uhr 27 Min. Nachdem das Tier sich noch wiederholt 
aufgerichtet und 1/,—!/, Min. lang zu stehen vermochte, fallen 
nunmehr die willkiirlichen Bewegungen hierfiir selten zweck- 
aus. Opistotonus und Streckkriimpfe der Extremitaten 
verstirken sich und es priigt sich ein charakteristisches Bild 
der tetanisch kataleptoiden Starre aus. Der Kopf ist) dem 
Steif maximal genithert. Der Korper ruht auf den vorderen 
bogen der leicht abgestreckten Fliigel und den halbangezogenen 
lestgeschlossenen Fiingen. Das Rad ist dauernd entfaltet. 
So verharrt das Tier regungslos mehrere Minuten. Die Extre- 
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mitiiten lassen sich passiv vorsichtig in eine andere Stellung 
bringen, in der sie verbleiben; sie zeigen eine gewisse flexi- 
bilitas cerea. Dagegen schnellt der passiv vom Steif nach 
vorn abgebeugte Kopf federnd in die iiuferst opistotonische 
Stellung zuriick. Die liingste Dauer dieses von keiner spon- 
tanen Bewegung unterbrochenen Zustandes ist ca. 6 Minuten. 
Dann lost sich die Starre, das Tier vermag zu stehen; nach 
einigen Sekunden, stets auf einen Reiz von auben, fallt es 
wieder zusammen. Meist Brechbewegungen (Kropf nunmehr 
fast leer). Wiederholung der tetanischen Kriimpfe. Nach 
6 Uhr wird das Tier schwiicher, liegt auf der Seite, Atmung 
noch vermehrt. Reflexerregbarkeit herabgesetzt. Cornealreflex 
bleibt erhalten. Herzaktion schwiicher. Liegt apathisch da. 
Sensibilitiit in diesem Stadium berabgesetzt. Tod nach 3 Std. 

Der Zustand zerfillt demnach in zwei Phasen, erstens 
tetanische Kriimpfe, zweitens ein paralytisch-sopordses Stadium, 
in dem auch Reize keine Kriimpfe mehr auslOsen und das 
stets dem Tode, auch bei grossen Dosen vorangeht. Auch 
bei kleinen Dosen, welche nicht letal verlaufen, folgt dem 
Krampfstadium ein Zustand der herabgesetzten Reflexerregbar- 
keit und Verminderung der Sensibilitiit. 


T. N 


Kaninchen, ea. 1,5 kg. 0,4 g phenanthren-9-carbonsaures 
Natrium subkutan in 10°/oiger wiisseriger LOsung. 

Die Erscheinungen entsprechen den Beobachtungen an 
Maus, Hahn, Taube, bieten aber auch fiir diese Tiergattung 
ein besonderes Bild. Wenige Minuten post injectionem die 
ersten tetanisechen Erscheinungen, welche die eigenartigen 
Anomalien des Ganges, Drahtbeine, Stelzengang hervorrufen. 
Bald darauf treten Krampfanfiille ein, die hier einen mehr 
klonischen Charakter zeigen. Die Bewegungen des auf der 
rechten Seite liegenden Tieres fallen zuniichst als Schwimm- 
bewegungen ius, spiiter auch Rollbewegungen. Dabei besteht 
ein deutlicher Opistotonus, dagegen ist Trismus weniger aus- 
gesprochen,  Leichte Mydriasis. Anfiille sind zunichst haufig, 
nach ca. 1 Std. seltener und den analogen friiheren Versuchen 
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entsprechend, geht das Tier nach einigen Stunden zugrunde. 
Blut einige Zeit post mortem untersucht; ein Streifen von 
Gelb bis Anfang des Griin, auf Zusatz von viel Wasser Oxy- 
hiimoglobinspektrum. 


T. N. XIV. 


Kaninchen. 0,2 g phenanthren-9-carbonsaures Natrium, sub- 
kutan in 10°/oiger LOsung. 

Erst treten noch deutliche tetanische Anfiille auf, be- 
sonders ausgelést, wenn man das Tier zu Bewegungen notigt. 
Dieselben sind jedoch weniger hiiufig als im vorgehenden Ver- 
such. Die Erscheinugen des gesteigerten ‘onus der Muskeln 
sind bald nach Injektion zu erweisen. Die Dosis ergibt sich 
als zwischen Krampf- und letaler Dosis liegend. 


T. N. XV. 


Maus. 4-Methoxy-Phenanthren-9-carbonsiiure!) als Natron- 
salz in 2°/oiger Lésung, subkutan 0,015 g. Nach wenigen 
Minuten Eintritt von Kriéimpfen, cf. V, VI. Stirbt nach ca. 
10 Minuten. Lokal entsteht schnell ein pralles Exsudat von 
serdser, leicht sulziger Beschaffenheit. 

T. N. XVI. 

Maus. 0,02 g 3-Acetoxy-4-Methoxy-8-Methoxy-Phenan- 
thren-9-carbonsdure ?) (= Acetpseudothebaolearbonsiure) als 
Natronsalz, subkutan in 2°/oiger L6sung. 

Nach 15 Minuten noch keine ausgesprochene Wirkung 
heobachtet. Auch in den niichsten Stunden keine Krankheits- 
erscheinungen. Reflexerregbarkeit nicht gesteigert. Nach 24 
Stunden am Leben, anscheinend gesund. 


T. N. XVII. 
Maus. 0,01 g 3-Phenanthrolnatrium *) 2°/cige Losung, 
subkutan. 
4 Uhr 18 Min. Injektion. Bald nach der Injektion werden 
die Bewegungen schwiicher. Hintere Extremitiiten nachgezogen. 
1) Bericht d. deutsch. chem. Ges., Bd. 33, 5. 1827 (1900). 


2) ibid., Bd. 33, S. 180 (1900). 
4) ibid., Bd. 34. S. 4006 (L901). 
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Nach 5 Min. kriecht das Tier nur tangsam weiter. Eintritt 
heftiger klonischer Zuckungen. Durch Reize sofort Kriimpfe 
ausgelost, die andauern, sobald man das Tier auf den Riicken 
legt. Schmerzempfindung erhalten. Von 4 Uhr 23 bis 4 Uhr 
43 Min. folgen die Anfiille schnell hintereinander, auch wenn 
ijiussere Reize ferngehalten werden. Tot 4 Uhr 48 Min. 
T. N. XVIII. 

Maus. O,005 ¢ 3-Phenanthrolnatrium, subkutan. 

Krimpfe ausgesprochen nach 10 Min. In schneller Folge 
andauernd, 2 Std. Tier wird ins Dunkle gebracht. Nach 
2% Std. anseheinend gesund. 


T. N. XIX. 

Frosch. O,OL g 3-Phenanthrolnatrium, subkutan. 

Bewegungen fast sofort nach der Injektion schwiicher. 
Keine Kriimpfe. Nach ca. 5 Min. liegt das Tier mit  ab- 
gestreckten Extremitiiten, spontaner Bewegungen unfiihig, da. 
Stiirkere Reize bis in die spiiteren Stadien reflektorisch be- 
antwortet. ‘Tot nach 8 Min. 

T. N. XX. 

Maus. 0,05 g 3-Phenanthrolnatrium, subkutan. Nach 

2 Min. Kriimpfe. Typisches Bild. Tot nach 5 Min. 
7. 

Maus. 0,02 g 3-Phenanthrolnatrium, ef. XX. Tot nach 
20 Min. 

Letale Dosis liegt fiir Miiuse von 14—17 g zwischen 
0,005 und O,OL g 3-Phenantrolnatrium. Krampfdosis und letale 
Dosis hegen durch ein betriichtliches Intervall von einander 
getrennt. Wie weit das Alter der Tiere (vgl. Strychnin) hier 
von Bedeutung ist, konnte nicht entschieden werden. 


T. N. XXII. 
Maus. 0,008 g 2-PhenanthrolInatrium, subkutan in 1°/oiger 
Losung. 
Nach 10 Min. Steigerung der Reflexerregbarkeit und in 
Intervallen leiehtere  tetanische WKrampfzustiinde. Tier liisst 
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sich jedoch nur einmal auf den Riicken legen, wodureh klonische 

Kriimpfe hervorgerufen werden. In Ruhe zeigt das Tier t Std. 

post injectionem keine Veriinderung mehr. bleibt am Leben. 

‘Die Phenanthroltiere werden gleichzeitig mit Strychninmiiusen 

in Zwischendosen von Krampl- und letaler Dosis beobachtet.) 
T. N. 

Maus. ¢ 9-Phenanthrolnatrium, subkutan in 1° oiger 
Losung. 

Nach 15 Min. ausgesprochener Tetanus. Kein prinzipieller 
(uterschied von 3-Phenanthrol. Tot nach 25 Min. 

T. N. XXIV. 

Maus. O,OL 9-Phenanthrolnatrium, subkutan, ef 
Getitet, Herzblut zeigt in Verdiinnung Oxyhiimoglobin- 
spektrum, 

T. N. XXV. 

Maus. 0.02 ¢ phenanthren-3-sulfosaures Natron, subkutan, 
2% oige Losung. Nach der Injektion besteht bald) cine aul- 
fillige Herabsetzung der Schmerzemplindung, die jedoch nur 
i—D Min. andauert. Die Bewegungen werden schwiicher. 
Nach 10 Min. Eintritt von Kriimpfen. Die Anfiille sind durch 
evObere Intervalle abgetrennt. Tot nach 50° Min. 

T. N. XXVI. 

Maus. 0,005 ¢ phenanthren-3-sulfosaures Natron, 1) sub- 
kutan, 

Gleichfalls sehr fliichtige Herabsetzung der Schmerz- 
emplindung.  Kriimpfe treten nicht ein. 
scheint. gesteigert. Tier bleibt) ohne weitere auffiillige Er- 
<cheinungen am Leben. 

T. N. XXVII. 

Maus. 0,0 phenanthren-3-sulfosaures Natron, subkutan. 

Nach 3 Min. bewegungsunfiihig. Klonische Zuckungen 
andauernd. Tot nach 19 Min. Herzblut zeigt scharfen Streifen 
von Gelb bis Anfang des Griin (Phenanthren-Oxyhb.). Auf Zu- 


1, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 34, S. 4005 (1901), 
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satz der Losung, die zur Injektion verwendet wurde, unverindert. 
(Kein Methb.). Beim weiteren Verdiinnen Oxyhb.-spektrum. 

Phenanthren -9-carbons. Natrium und 3-Phenanthrol- 
natrium, in wiisseriger Loésung reinem, methb.-freiem, ver- 
diinntem Blut zugesetzt, veriindern sichtbarlich das Blut in 
keiner Weise; die LoOsungen zeigen reines Oxyhiimoglobin- 
spektrum und geben bei der Reduktion nur Hiimoglobin- 
spektrum., 

T. N. LIV. 

Taube. 0.2 phenanthren-9-carbons. Natrium, subkutan. 
Es fiillt auf, dab sich das frische Herzblut des getéteten Tieres 
noch in dicken Schichten spektroskopieren liisst. Man erkennt 
die als ein einziges Band erscheinende Absorption des Oxy- 
hiimoglobins. Griin noch erkennbar. Bei weiterer Verdiinnung 
normales Oxyhiimaglobinspektrum. Auch beim Absetzen der 
mit 3° oiger NaCl-Losung verdiinnten Probe zeigt sich, dal 
keine Auslaugung des Blutfarbstoffs stattgefunden hat. Das 
mikroskopische Bild zeigt normale Erythrocyten. 


T. N. LVI, LVI, LIX. 


Frésche (Ran. tem.), mit 0,1 bis 0,2 g phenanthren-9- 
earbons. Natrium subkutan vergiftet. Nach ca. 5 Min. lassen 
sich die Tiere auf den Ricken legen, Retflexerregbarkeit und 
Hautsensibilitiit sehr bald erloschen (mit Siiure betuptt keine 
Wischbewegungen). Nach ca. 10 Min. Tiere bewegungsunfiihig. 
Nebenher lief sich feststellen, dab die subkutane Einspritzung 
beim Frosch in sehr auffilliger Weise eine- Verminderung 
der Herztiitigkeit, die schlieblich zu einer Arhythmie mit 
systolischem Herzstillstand fiihrt, hervorbringt. Herzblut 
zeigt veines Oxvhiimoglobin, reduztert Hamoglobinspektrum. 


Phenanthrenchinonderivate. 

Unsere Untersuchungen der Phenanthrenchinonderivate 
nehmen einen breiteren Raum ein, als es sonst im Rahmen 
dieser Abhandlung passen wiirde. Veranlabt wurde die er- 
weiterte Ansfiihrung durch die Verdffentliichung von Vahlen: 
‘Die chemische Wonstitution des Morphins in ihrer Beziehung 
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zur Wirkung.»!) Die Unzulinglichkeit der von Vahlen auf- 
cestellten Folgerungen wurde bereits zum Teil von dem einen 
yon uns an anderer Stelle?) auf rein) chemisch-analytischem 
Wege nachgewiesen.*) An dieser Stelle seien nunmehr die 
‘Tierversuche wiedergegeben, auf welche Pschorr in seiner 
Publikation nur kurz hinwies,*) und die uns gleichfalls dazu 
fiihren, sowohl der aus Morphigenin” erhaltenen Substanz 
(Phenathrenchinonsulfosiiure) wie dem chemisch einheitlichen 
Epiosin, an dessen morphinéhnlicher Wirkung Vahlen in 
seiner Erwiderung festhilt, die besagte Kkigenschaft abzusprechen. 
Man braucht dabei absolut nicht von der Ansicht auszugehen, 
welche Vahlen aus einer Stelle der Arbeit’ von Pschorr 
heraushest, indem er in seiner Erwiderung schreibt: «Pschorr 
scheint zu glauben, dab jede Substanz, die den Blutfarbstoff 
in Methimoglobin zu verwandeln imstande ist, auch narkotisch 
witken miisse.» Im vorliegenden Falle ist) jedenfalls grade 
beim «Epiosin» die von Vahlen tbersehene  Methiimo- 
elobinimie in dem Mabe vorhanden, dai sie zur Erkliirung 
der geringfigigen narkotischen Wirkung allein ausreicht. Ent- 
segen der Einwendung von Vahlen, dah bei zwei in dieser 
Beziehung an einem Hunde und einem Kaninchen mit je 0.2 g 
angestellten Versuchen sich Methiimoglobin 
nicht habe nachweisen lassen, miissen wir darauf hinweisen, 
dali dieser Nachweis bei jedem unserer Fiille an Warm- 
blitern gelang. Wurden Hihne zur Untersuchung gewiihlt, — 


1) Arch. f. exper. Pathal. u. Pharm., Bd. 47, 3. 568 (1902). Chem. 
Centralbl., 1902, Bd. I, S. 1502. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 2729 (1902). 

3, In einer Erwiderung (Ber. d. deutsch. chem. Ges., BAAXXV, S. 3044 
102.) erwihnt Vahlen, daf\ er in der von ihm angewandten, wasser- 
loslichen Substanz stickstoff habe nachweisen konnen. Demgegeniiber 
mochten wir einwenden, dafv der Stickstoffgehalt auf ciner Beimengung 
von gebildetem Ammonsulfat beruhen diirfte, denn es lief\ sich beim Auf- 
nehmen des Reaktionsproduktes mit unverdiinntem Alkohol oder bei 
wiederholtem Eimdampfen und Ausziehen mit Alkohol ein stiekstoff- 
hrerer, wasserléslicher Riickstand von gleicher physiologischer Wirkung 
ernaiten. 


*) C. J. 3738. 
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ein bekannter Kunstgriff zur exakten blutgiftpriifung!) — so 
konnte eine deutliche Verfaérbung des Kammes leicht wahr- 
genommen werden, wobei der spektroskopische, positive Be- 
fund dem makroskopischen temporiir entsprach. Im tibrigen 
versagte niemals der spektralanalytische Nachweis der Methiimo- 
elobiniimie. Wir modchten nicht verfehlen, schlieblich noch 
darauf hinzuweisen, dai auch bei Tauben, welche bekanntlich 
gegen Morphin auferordentlich widerstandsfihig sind, durch 
Epiosin schwere Vergiftungserscheinungen hervorgerufen wurden, 
Auch dieser Versuch diirfte auf den generellen Unterschied in 
der Wirkungsweise der beiden Substanzen hinweisen. 


T. N. XXVIII. 

Grobe Rana temporaria, 0,32 ¢ «sulfos. Morphigenin» 
nach Vahlens Angabe mit konz. H.SO, behandeltes Chlor- 
hyvdrat des 9-Amino-t0-Oxyphenanthrens) subkutan injiziert. 
Analog den Beobachtungen Vahlens. Nach tO Minuten Augen 
geschlossen. Schwache Fluchtversuche. Ungeschickte Spriinge. 
sich nicht auf den Riicken legen Sensibilitéit etwas 
herabgesetzt. Verstiirkung dieser Erscheinungen bis nach 
30 Min. Sprung sehr schwach, nur auf starken Reiz aus- 
gelost. Bauchhaut im unteren Teil und Volarseite des Ober- 
schenkels gerdtet. Auf den Riicken gelegt, kommt das Tier 
nochmals wieder auf, Sensibilitiit etwas herabgesetzt. stiirkere 
Reize (Gelenke) empfunden. Nach 6 Std. soporés, in agonia, 
tot nach 4 Std. Totenstarre: vorhanden nach einigen Std 

T. N. XXIX. 

Maus. 0,02 ¢, cf. NNVII, dargestelltes «sulfos, Morphigenin » 
subkutan, 

Nach 10 Min. Bewegungen weniger lebhaft, untere Extre- 
mitiiten beim Lauf nachgezogen. Die Schmerzempfindung ist 
herabgesetzt, auch stiirkere Reize werden nicht beantwortet, 
Atmung und Herzaktion nicht auffillig beeinflubt. Nach 20—30 
Min. ist die Herabsetzung der Sensibilitit wieder geschwunden. 


1) L. Lewin, Uber einige biologische Eigenschaften des Phenyl- 
hydrazins, Z. f. Biologie, Bd. 
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Die St6rungen der Bewegungen nehmen zu. Tot nach 2 Std. 
Totenstarre tritt nach einigen Stunden ein, 
T. N. XLV. 

Maus. 0,02 ¢ «sulfos. Morphigenin« (Morphigeninchlorid 
nach Vahlen sulfuriert). Tot nach 30 Min. Schmerzempfindung 
bleibt herabgesetzt bis zur Bewegungsunfiihigkeit des Tieres, 
dann Riickkehr der Schmerzempfindung bis Eintritt) erhohter 
Reflexerregbarkeit und vereinzelt tetanischen Erscheinungen. 

T. N. XLVI. 
Maus. 0,005 @ «sulfos. Morphigenino, ef. XLV. 


Nur im Anfang minutenlang Aufhebung der Schmerz- 

empfindung. Tier bleibt am Leben. 
T. N. XLVI. 

Maus. O,OL g «sulfos. Morphigenin», cf. XLV. 

Nach einigen Minuten Analgesie, die 1—-2 Std. bestehen 
bleibt, dann auch schwiachere Reize empfunden. ‘Tot nach 
14 Std. 

Die beiden ersterwiihnten Versuche wurden mit stick- 
stolffreirem, aus «Morphigenin» durch Sulfurierung gewonnenen 
Priparaten vorgenommen. Dah es sich bei denselben um 
Derivate des Phenanthrenchinons handelt, ergibt sich, abge- 
~chen von dem chemischen Verhalten des «Morphigenins», aueh 
init grober Wahrscheinlichkeit aus dem Umstande, dali Phenan- 
hrenchinon in gleicher Weise wie Morphigenin (9-Amino-10- 
Oxy-phenanthren) sulfuriert und als Natronsalz injiziert die 
vleichen Symptome ergibt. 

T. N. XXX. 

Rana temporaria. 0,02 g phenanthrenchinonsulfos. Natron. 

Der Versuch wird nebst XXXI analog XXVIII durehge- 
Herabsetzung der Reflexerregbarkeit, Erléschen der 
Sensibilitéit tritt schneller ein, ist ungleich ausgesprochener 
ws in NXVIIL Teilweise krampfthafte Streckung der herab- 
unteren Extremitiiten und erhéhter Tonus. Bauch- 

wil und Volarhaut der Oberschenkel gerdtet. Tot nach 2 Std. 
Totenstarre nach 6 Std. 


ppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. XXXVILL 
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T. N. XXXII. 

Rana temporaria. 9,01 g phenanthrenchinonsulfos. Natron, 
subkutan. Beziigliche Reflexe und Empfindung ef. XXVIII, auch 
in den temporaren Verhiiltnissen: nach 10 Min. Beginn der 
Erscheinungen, nach 1,2 St. ausgesprochen. Dagegen_ bleibt 
das (gleichgrobe) Tier linger lebhaft, ist nach 6 Std. noch 
bewegungsfiihig, lebt noch nach 14 Std.; nach 24 Std. tot auf- 
gefunden. 


T. N. XXXII. 

Maus. 0,02 g phenanthrenchinonsulfos. Natron, subkutan. 
Versuch wird analog T. N. XXIX durchgefiihrt. Wirkung nach 
3 Min. eintretend: sofort ausgesprochene Herabsetzung der 
Schmerzempfindung und der Reflexerregbarkeit. Stérung der 


Jowegungen nach 10 Min., nur schwache Fluchtversuche aut 


Reize, Nachschleppen der hinteren Extremitiiten. Tot nach 
1 Std. Die Herabsetzung der Schmerzempfindung ist aus- 
gesprochener, schneller eintretend und andauernder als bei 
AXNIX. ‘Totenstarre nach 6 Std. vorhanden. 

Wirkung der Phenanthrenchinonsulfosiiuren auf das blut. 


T. N. XXXII. 


Hahn, jung, Kamm rot. 0,3 ¢ «morphigeninsulfos. Natron 
(phenanthrenchinonsulfosaures Natron), nach ca. 4/2 Std. «nar- 
kotische» Wirkung, scheint zeitweise zu schlafen.  Schmerz- 
emptindung nur wentg herabgesetzt. Kamm deutlich blau, 
einige Minuten spiiter dunkelblau. Sehnittblut ergibt 
Methiimoglobin (durch Absorptionsspektrum und dessen Ver- 
halten bei der Reduktion durch etwas gelbgewordene Schwete!- 
ammonlosung nachgewiesen). Methiimoglobiniimie dauert siclit- 
bar an. Tier spiiter getotet. 


T. N. XXXIV. 

Hahn, Kamm rot. 0,3 phenanthrenchinonsulfos. Natron, 
durch Sulfurierung von Phenanthrenchinon gewonnen., Kam 
wird blau, dann dunkelblau. Narkotische Wirkung schein}ar 
ausgesprochen. Schnittblut: Methiimoglobin. Erholt sich 
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10 Std. etwas. Verfiirbung des Kammes und Methiimo- 


globinimie andauernd. Tot nach 5 Tagen. 


T. N. XXXIX. 

Maus. 2mal0,02 ¢ phenanthrenchinonsulfos. Natron, sub- 
kutan. Getétet nach 20 Min. Im Herzblut Methiimoglobin so- 
fort nachweisbar. Nach der zweiten Injektion bald bewegungs- 
unfiihig. Analgesie tritt schnell ein. 

Verhalten in vitro gegen reines methiimoglobinfreies 
Rinderblut bei 37°: Methiimoglobinbildung wird nachgewiesen: 

1. Fir das bei der Sulfurierung des 9-Amino-f0-Oxy- 
phenanthrens entstehende Produkt (Vahlens sulfos. Morphigenin) ; 

2. fur das bei der Sulfurierung des Phenanthrenchinons 
entstehende Produkt (Gemisch von Sulfosiiuren des Phenanthren- 
chinons): 

3. fiir reines synthetisches 3-phenanthrenchinonsulfosaures 
Natron. 

T. N. XXXV. 

Frosch. 0,08 g Phenanthren-9-10-N-methylimidazolchlor- 
hydrat) (Epiosinchlorid), subkutan. Nach 10 Min. Spriinge 
schwiicher und ungeschickter. Nach 15 Min. lift sich das 
Tier auf den Ricken legen; die Sensibilitiit ist dagegen nur 
wenlg beeinflubt. Auf dubere Reize stets reflektorische Be- 
wegungen cintretend. Bleibt ruhig auf dem = Riicken legen, 
Beine gestreckt. Keine Anzeichen eines gesteigerten Tonus der 
Muskulatur. Nach 24 Min. getétet. Herzblut nur Oxyhb. zeigend. 

Das Phenanthren-9-lO-N-methylimidazol gibt in wiisseriger 
Losung frischem Blut (Warmbliiter) zugesetzt sofort schon bei 
Zimmertemperatur Methiimoglobin. Entsprechend im Tierkérper. 


T. N. XXXVI. 

Maus. 2 malO,! g Epiosin. 14 Min. nach der ersten sub- 
kutanen Injektion (10 °/oige Loésung) noch keine deutliche 
Wirkung. 

Zweite Injektion 4 Min. darauf, Bewegungen matter. 
hmerzempfindung herabgesetzt. Stiirkere Reize lisen prompte 
Reflexe aus. Die Herabsetzung der Reflexerregbarkeit ist cine 
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weit geringere als bei den Phenanthrenchinonsulfosiuren. Nach 
6 Min. kriecht das Tier langsam unter Nachziehen der hinteren 
Extremitiiten. Nach 14 Min. labt es sich auf den Riicken 
legen. Zittern und klonische Zuckungen. Getotet: Herzblut 
ergibt Methiimoglobiniimie deutlich. 

T. N. XXXVII. 

Taube. g Epiosinchlorid (10 °/oige Losung), subkutan. 
Naeh 5 Min. Tier miider. Schwiichere Fluchtversuche. 7 Min. 
p. Erbrechen. Gleichgewicht gestort. Schwankender Gang. 
9 Min. Auf den Riicken zu legen. Pupille unverandert. 13 Min. 
Erbrechen, Schwankt. 35 Min. Defiikation, zum Teil blutig, faillt 
angestoben vorniiber, wackelt. 70 Min. Tier erholt sich etwas. 
Macht in den niichsten Tagen noch kranken Eindruck; nach 
3 Tagen tot aufgefunden. Methiimoglobiniimie leicht nach- 
weisbar. 


T. N. XXXVIII. 

Frosch. 0.2 g Epiosinchlorid. Lift sich fast sofort nach 
der Injektion auf den Riicken legen: bald scheinbar bewegungs- 
unfiihig, Dagegen auch bei dieser Dosis keine der Wirkung 
der Phenanthrenchinonsulfoséuren beim Warmbliiter vergleich- 
bare analgetische Wirkung. Getétet.  Herzblut: Oxyhb. 


T. N. XL. 

Hahn. 0,2 ¢ Epiosinchlorid, subkutan. Junges Tier, Kamm 
rot. 25 Min. p. i. Kamm dunkler, Tier miider, léiuft langsamer. 
Sensibilitiit erhalten. 385 Min. p. 1. Kamm dunkelblau. Tier 
sitzt still, scheint schlifrig. Reflexerregbarkeit herabgesetzt. 
Keine ausgesprochene analgetische Wirkung. Kammschnittblut: 
Methiimoglobin. 

Spiiter Defiikation, einmal blutig. Frefunlust. Der leicht 
sopordse Zustand dauert tagelang an. ‘Tier bleibt am Leben. 


T. N. LVI. 

Kin mit 0,2 salzs. Epiosin subkutan vergifteter Hahn 
zeigt noch nach 4 Tagen Verfirbung des Kammes, einige 
Tropten des) Kammschnittblutes zeigen 
spektroskopisch. Erhiilt) noch g  phenanthren-9-karbons. 
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Natrium und wird nach ausgesprochener Wirkung getitet, 
Das frische Herzblut wird mit 2'2 Vol. Wasser verdiinut. 
Skala: Na 20,0 Li. 15,5. Erster Streifen im Rot von 16.2 
bis 17,0; zweiter Streifen von 19.5 bis 21.2. Bei der Reduktion 
durch Schwefelammon reines Hiimoglobinspektrum. Bei stiirkerer 
Verdiinnung des frischen Herzbluts treten nur die Oxvyhiimo- 
elobinstreifen auf, 

Maus. O,O1 g 3-Phenanthrolchinonnatrium!) (1% ige 
Losung). Erste Wirkung nach 1 Min., tot 2 Min. Tiler zielit 
plotzlich die hinteren Extremitiiten nach, bald darauf bewegungs- 
unfiihig. 

T. N. XLII. 

Maus. 0,005 ¢ 3-Phenanthrolchinonnatrium, Nach 5 Min. 
unfiihig, zu laufen, tot nach 10 Min. Keine analgetische Wirkung 
beobachtet. Keine Krimpfe. 

T. N. XLII. 

Maus (grobes Tier). 0,005 g 3-Phenanthro!chinonnatrium, 
subkutan. Anfangs bewegungen schwiicher, erholt sich wieder, 
tot nach 24 Stunden. 

T. N. XLIV. 

Maus. 0,002 g 3-Phenanthrolchinonnatrium.  <Anfangs 
inattere Bewegungen, erholt sich bald, bleibt am Leben. 

3-Phenanthrolchinonnatrium gibt in vitro Methiimoglobin. 
Die Phenanthrolwirkung tritt am Tier nicht mehr hervor. Eine 
narkotische oder analgetische Wirkung wurde nicht beobachtet. 

T. N. XLVIII. 

Mans. 0,02 ¢ reines, synthetisches 3-phenanthrenchinon- 
sulfosaures Natrium,?) subkutan. Nach 15 Minuten  sitzt das 
Tier ruhig, 1aBt sich greifen, ist jedoch vollig bewegungsfihig. 
Lauf normal. Voriibergehende deutliche Aufhebung der Schmerz- 
empfindung, welche wieder verschwindet. Tier bleibt am Leben. 
Versuch analog XLV durchgefiihrt. 

1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 34, 3. #007 (1901) u. Werner, 


Annal. d. Chem.. Bd. 322. S. 139 (1902). 


~ Werner, Annal. d. Chemie, Bd. 521. 5. 341 (1902. 
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Maus. 0,01 g synth. 3-phenanthrenchinonsulfos. Natrium, 
subkutan. Wirkung spiiter eintretend als bei XLVIII. Tier 
bleibt am Leben. 


@, 


Maus. 0,02 g 9-Acetamino-10-Oxyphenanthren,!) subkutan 
in ca. 2 °/oiger Losung. Das 9-Acetamino-10-Oxvphenanthren 
wurde in berechneter Menge Normal-Alkali gel6st und vom Un- 
gelosten abfiltriert. Beide Tiere erscheinen nach der Injektion 
krank, matte Bewegungen. Dabei tritt eine betriichtliche Ab- 
kiihlung des K6rpers ein. Keine analgetische oder narkotische 
Wirkung. Beide Tiere leben nach 16 Std., erscheinen gesund. 
Bei dem 9-Acetamino-10-Oxyphenanthren (-Acetylmorphigenin), 
das ohne Verlust des Stickstoffes, somit als ein wahres Derivat 
des 9-Amino-10-Oxyphenanthrens unzersetzt in den Korper ein- 
vefiihrt werden kann, scheint demnach nichts anderes als eine 
Acetanilid-W irkung einzutreten, wie sie der Formel entspricht: 


H 
OH N-CO-CH, 
| | 


Ks sei noch erwiihnt, daf die Beobachtung der analgeti- 
sehen und narkotischen Erscheinung unter Kontrolle von 
Morphintieren vorgenommen wurde. 


Herrn Prof. S. Lewin sprechen wir fiir seine bereit- 
willige Unterstiitzung bei diesen Versuchen unsern verbind- 
lichsten Dank aus, 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 55, S. 2737 (1902). 
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Zur Analyse der Hexonbasen. 
Von 


A. Kossel und A. J. Patten. 


I. 


Die von A. Kossel und F. Kutscher!) benutzten Methoden 
zur quantitativen Bestimmung der Hexonbasen haben seitdem 
eine mehrfache Anwendung und Nachpriifung erfahren. Hierbei 
hat sich herausgestellt, daf die Argininbestimmung eine ziem- 
lich genaue ist, dali jedoch fiir das Lysin nur dann richtige 
Analysenzahlen gefunden werden, wenn man die Schwefelsiiure- 
<paltung der Eiweibkérper bei Gegenwart von J6slichen an- 
organischen Salzen, z. B. Kochsalz, vornimmt. Versiiumt man 
die Vorsicht, so kann man, wie Hart?) im hiesigen Labora- 
torium gezeigt hat, viel zu niedrige Werte erhalten. 

Auch die Bestimmungsmethode des Histidins schien uns 
noch einer Verbesserung bediirftig zu sein. Das von A. Kossel 
und F. Kutscher angegebene Verfahren ist folgendes: Die 
durch Fiéllung mit Silbersalz bei Gegenwart iiberschiissigen 
Baryts erhaltene Mischung, welche das gesamte Arginin und 
Histidin neben einer geringen Menge unbekannter Stoffe 
(\sparaginsiiure?) enthalt, wird mit einer so groben Menge 
Silbernitrat versetzt, als zur Ausfillung von Arginin und Histidin 
hei Gegenwart iiberschiissigen Atzbaryts noétig ist. Bei vor- 
sichtigem Zusatz der Atzbarytlisung fillt zuniichst das Histidin 
mit einigen geringfiigigen Beimengungen aus, wihrend das 
Arginin in Lésung bleibt. 

Um das in diesem Silberniederschlag enthaltene Histidin 
von den Beimengungen zu befreien, wurde die nach Ent- 
fernung des Silbers erhaltene Masse bei Gegenwart eines ge- 
ringen Uberschusses von Salpetersiiure mit Silbernitrat versetzt, 

1) Diese Zeitschr., Bd. XXXI, 165. 

Diese Zeitschr.. Bd. XXXII, S. 347. 
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wobei das Histidin in Losung bleibt, wiihrend die Beimengungen 
cefillt werden. 

Dies Verfahren fiihrt in den meisten Fiillen zu guten 
Resultaten, hat aber den Nachteil, dali die Herstellung der 
richtigen Aciditit, von welcher der Erfolg abhiingig ist, auf 
subjektivem Ermessen beruht. Wir haben uns bemiiht, diesen 
Ubelstand durch Anwendung eines anderen Reinigungsverfahren: 
fiir das Histidin zu vermeiden. Unsere Modifikation beruht 
auf der Beobachtung, dai das Histidin durch Quecksilber- 
sulfat auch bei Gegenwart einer gewissen Menge freier Schwelel- 
siiure vollstiindig gefilllt wird. Dieses von Hopkins und Cole!) 
zuerst zur Ausfiillung des Tryptophans empfohlene Reagens 
hat sich an Stelle des von A. Kossel zuerst angegebenen 
Quecksilberchlorids?) als Féllungsmittel ftir das Histidin so 
gut bewiihrt, dab es seit einiger Zeit im hiesigen Laboratorium 
zur Darstellung dieser Base in ausgiebiger Weise benutzt wird. 

Kinige Versuche zeigten uns die Verwendbarkeit des 
Quecksilbersulfats zur Trennung des Histidins von anderen 
Spaltungsprodukten der Eiweibkorper. 

Trennung von Histidin und Arginine Wir lésten Arginincarbonat 
in 500 cem fiinfprozentiger Schwefelsiure und bestimmten in 10> cem 
dieser Losung den Stickstoff nach Kjeldahl. Die Menge desselben be- 
trug 0,539 g. Zu dieser Losung fiigten wir etwa 0,5 g Histidin, eben- 
falls in 5° viger Schwefelsiiure gelést, und sodann eine zur Ausfillung 
des Histidins ausreichende Menge Quecksilbersulfatlésung hinzu. Nach- 
dem die Fliissigkeit) tiber Nacht eestanden hatte, filtrierten wir den 
Niederschlag ab, wuschen ihn mit 5°/oiger Schwefelsiure aus und_ be- 
stimmten den Stickstoff in dem eingedampften Filtrat. Derselbe betrug 
Der Fehler betrug somit 0,004 ¢. 

sei dem oben erwihnten Verfahren zur quantitativen Be- 
stimmung des Histidins kommt als Beimengung zu dem Nieder- 
schlag anscheinend vorwiegend die Asparaginsiiure in betrachi. 
Wir haben daher einen Versuch angestellt, um das Queck- 
silbersulfat) als Trennungsmittel fiir Histidin und Asparagin- 
siiure zu priifen. Der Versuch ergab auch hier einen ziemlich: 
gseringen Fehler. 


1) Journ. of physiology, Bd. 27, 5. 418. 
2) Diese Zeitschr., Bd. S. 182. 
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Trennung von Histidin und Asparaginsdure. Ftwa 5 ¢ Asparagin- 
siiure wurden in 250 cem 2,5 °%oiger Schwefelsiiure aufgeldst. Eine 
Kjeldahl-Bestimmung ergab einen Stickstoffgehalt der Losung von 
0.0560 ¢. In dieser Fliissigkeit wurden ungefiihr 0.5 ¢ Histidin aufgelist 
und sodann durch Quecksilbersulfatlbsung  gefiillt. Der Niederschlag 
wurde nach fiinfstiindigem Stehen abfiltriert und mit Wasser ausgewascben. 
Die Stickstoffbestimmung in dem passend eingedampften Filtrat ergab 
0.0570 g N. Der Fehler betrug somit 0,00L0 ¢. 

In gleicher Weise wird durch Quecksilbersulfat auch eine 
Trennung von andern Monoamidosiiuren zu erzielen sein. Die 
Anwesenheit der durch Quecksilbersulfat fiillbaren Produkte 
der EiweiBspaltung — Cystin und Tryptophan — ist in diesen 
Niederschligen nicht zu erwarten, dieselben sind tibrigens auch 
durch scharfe Reaktionen gekennzeichnet. Ein weiterer Be- 
weis fiir die Brauchbarkeit dieses Verfahrens ergibt sich aus 
den unten mitgeteilten Analysen des Edestins, welche eine 
hinreichende Ubereinstimmung mit den Histidinwerten zeigen, 
die nach der bisherigen Methode gewonnen sind. 

Fiir die Trennung des Histidins vom Arginin ist nach 
unsern Erfahrungen die von A. Kossel und F. Kutscher 
angegebene Methode vorzuziehen, wir wenden das Quecksilber- 
sulfat nur zur Reinigung des als Silberverbindung vom Arginin 
getrennten Histidins an. Die Verarbeitung des Histidin und 
Arginin enthaltenden, durch iberschiissigen Baryt gefiillten 
Silberniederschlags wird daher zuniichst so ausgeftihrt, wie 
dies von A. Kossel und F. Kutscher in dieser Zeitsebrift, 
bd. XNNI,S.172 und 173 beschrieben ist: S. 173, Reihe 12 von 
oben ist folgende Vorschrift an die Stelle der bisherigen zu setzen : 

‘Der argininfreie Silberniederschlag wird mit einer ge- 
messencn Menge fiinfprozentiger Schwefelsiiure angerieben, 
mit Schwefelwasserstolf zerlegt, vom Schwefelsilber abfiltriert, 
der Niederschlag mit siedendem Wasser sorgfiillig ausgewaschen. 
Die Fliissigkeit wird hierauf soweit eingeengt, dab der 
Schwefelsiiuregehalt 2'/2°/o betriigt, und mit einem nicht 
zu veichlichen UberschuB von Quecksilbersulfat  gefiillt. 4) 

1 Man bereitet die Quecksilbersulfatlisung, indem man 500 com 


15 volumprozentiger Schwefelsiure erhitazt und 75 g Quecksilberoxyd in 
der heissen Fliissigkeit list. 
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Der Nuiederschlag bleibt bis niichsten Tage stehen, 
wird sodann abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen, in Wasser 
zerteilt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom 
Schwefelquecksilber abfiltrierte und durch Eindampfen vom 
Schwefelwasserstoff befreite Fliissigkeit kann direkt zur 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl benutzt werden. Will 
man Histidindichlorid als solehes wiigen, so fiigt 
man  Barytwasser bis zur stark alkalischen  Reaktion 
hinzu und befreit die Losung sodann durch Kohlensiiure vom 
Uberschufs des Baryts. Man dampft jetzt zur Trockne ein, 
nimmt den Riickstand mit siedendem Wasser auf, filtriert 
vom Baryumecarbonat ab und dampft unter Zusatz von Salz- 
siiure in gewogenem, hinreichend geriiumigem Porzellantiegel 
ein. Der krystallisierte Riickstand wird im Vacuum (am 
besten bei 40°) bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, gewogen 
und als Histidindichlorid in Rechnung gebracht. » 


Il. 


Die folgenden Bestimmungen der Hexonbasen im krystalli- 
sierten Edestin wurden mit Hilfe der neuen Modifikationen 
des Verfahrens von A. Kossel und F. Kutscher ausgefiihrt. 

1. Um den Einflu{} des Salzzusatzes bei der Spaltung 
zu priifen, stellten wir zwei Spaltungsversuche bei demselben 
Edestinpriiparat an. Im ersten Versuch (A) wurden ungefahr 
60 g lufttrockenes Edestinsulfat mit einer Mischung von 180 g 
konz. Schwefelsiiure und 360 cem Wasser unter Zusatz von 
15 Kochsalz 14 Stunden am Riickflufkiihler gekocht, der 
zweite Versuch (B) wurde in gleicher Weise ohne Zusatz des 
Kochsalzes ausgefiihrt. 

2. Das Abdestillieren des Ammoniaks wurde nicht wie 
friiher bei Gegenwart von Magnesia, sondern unter Zusatz von 
Baryumearbonat vorgenommen. 

3. Bei der Bestimmung des Histidins wurden in den 
Versuchen A und B die friitheren Angaben von A. Kossel 
und F. Kutseher benutzt. Auberdem wurden 40 g Edestin- 
sulfat mit Schwefelsiiure und Kochsalz in demselben Verhilt- 
nis wie bei Versuch A zersetzt und das Histidin nach dem 
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oben beschriebenen Verfahren mit Quecksilbersulfat gereinigt. 
Dieser Versuch ist als Versuch C bezeichnet. Hierbei ergab sich 
in Versuch C eine vollstandige Krystallisation des Histidins, 
wiihrend bei A und B auch nach langem Stehen noch eine 
cewisse Menge Mutterlauge neben den Krystallen des Histidin- 
chlorids vorhanden war. 

4. Als «Huminstickstoff a)» wurde der Stickstoff der im 
ersten Barytniederschlag zuriickgebliebenen und durch Aus- 
kochen nicht zu entfernenden Substanz bezeichnet, als «Humin- 
stickstoff b)» der Stickstoff der durch Silber niedergeschlagenen 
und spiiter im Schwefelsilber zuriickbleibenden Substanz. Uber 
die Natur dieser Substanzen soll mit dieser Bezeichnung kein 
Urteil ausgesprochen werden. 

Die Resultate dieser Versuche sind in folgender Tabelle 


Stickstoff in 
Gesamt- 
stickstoffs 
Gesamtmenge des Stickstoffs A) | 9,999] — 100 
B) 19,926} — } 100 | — 
¢) — | 
Basenstickstoff A) [.3,795| — 37,9) — 
B) 3,514) — 39,4) — 
Ammoniak-Stickstoff A) — — 72 
B) | — |0508] — | 51 
Stickstoff des Histidins A) — {0353 | — | 35 
B) — — 314 
C) — |0207] — 3,14 
» Arginins A) — |2474] — |24,7 
B) — | 2,524 — | 25,4 
> >» Lysins A) — 1,76 
B) — — 1,72 
Huminstickstoff (Gesamt) A) 0,63 — 63) — 
Huminstickstoff a) (Barytniederschl.) A) oe 0 — 0 
B) — |O697 > — 7,0 
lluminstickstoff b) (Silberniederschl.) A) — | 0,63 6,3 
B) — 10,94 _ 94 
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A. Kossel und A. J. Patten, 


Das untersuchte Edestinpriiparat enthielt, be: 110° ge- 
trocknet, nach Mabgabe der Stickstoffbestimmung nach Kjel- 
dahl {8.17°/o N. Auf Grundlage dieser Zabl lassen sich die 


prozentischen Mengen der Zersetzungsprodukte, bezogen auf 


das bei 110° getrocknete Edestinsulfat, folgendermaben  be- 
rechnen, 


Ge- Prozen- 
wichts-| tische 


mengen Mengen 


Gesamtmenge des Edestins A) [55,035 | 100 


> > B) [54.6 | 100 

> C) 736.2 | 100 
Ammoniak A) O61} 1,74 
B) | 0617] 1,13 
Histidin A) | 130] 2,36 


B) | 1448) 2,10 
C) 0,762] 2.10 


Arginin A) 7,686) 13,97 
b) 7841) 14,36 
Lysin A) 1,67 


B) 1,63 


Die Versuche ergeben in Ubereinstimmung mit den 
(riiheren Angaben Harts, dab die Menge des Ammoniaks durch 
den Zusatz des Kochsalzes vermehrt, hingegen die des «Humin- 
stickstoffs» vermindert wird. Der Huminstickstoff a war so- 
gar bei dem Versuch A iiberhaupt nicht nachweisbar. Hart 
hatte ferner nach EKinwirkung von Schwefelsiiure bei Gegen- 
wart von Kochsalz bei dem Casein cine sehr betriichtliche, 
heim Leim eine geringe Vermehrung des Lysins gefunden. 
Beim Edestin hatte der Zusatz des Kochsalzes in unseren 
Versuchen keinen Einflu{ auf die Lysinbestimmung ausgeiibt. 
Man kann hiernach vermuten, dab dieser EinfluB sich umso- 
mehr geltend macht, je gréber die Ausbeute an Lysin ist, 
und bei lysinarmen Eiweiikorpern auch ohne Salzzusatz 
richtige Zahlen gefunden werden. 
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Ein Vergleich unserer Resultate mit denen von E. Schulze 
und E. Winterstein') sowie von Abderhalden?)  ergibt 
folgendes: 


Prozente des Edestins. 


Schulze sail Kossel und 
Abderhalden | 
Winterstein Patten 
| 236 
1.35 
Histidin 1,1 2.10 
| 2,10 
10,7 13.97 
Arginin 11,7 
11,2 14,36 
1,05 1,67 
Lysin 1,0 
1,55 1,63 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXXIII, 5S. 547. 
2) Diese Zeitschr., Bd. XXXVII, 5S. 499. 
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Der Einflu8 von Einatmung alkalischer Stoffe auf die Alkalescenz 
des Blutes. 
Von 
Dr. med, Joseph Weif, Basel. 


Der Redaktion zugegangen am 23. Februar 1903.) 


Nach dem Vorgange von Hoffmann,!) Giihtgens?) und 
Salkowski*®) hat Lassar‘) den Einflub von Séuren auf die 
Alkalescenz des Blutes gepriift und durch Fiitterungsversuche 
eine, wenn auch nicht bedeutende, Abnahme derselben ge- 
funden. Es war mir von Interesse, auch den Einflui von 
Alkalien auf die Alkalescenz des Blutes zu priifen; ich wihlte 
zu diesem Zwecke gasfOrmige Stoffe, da die Einverleibung 
per os jedenfalls nur ungenaue Resultate ergeben kénnte. Der 
Gang des Versuches war folgender: Die Tiere (Kaninchen) 
wurden in einen abgeschlossenen 2 cbm groben Raum gebracht, 
in sich eine Schale 100 cem einer 2,07 °/oigen 
Ammoniak- bezw. einer 2,097 °/oigen Trimethylaminlésung be- 
fand. Nach 6stiindigem Aufenthalt wurde das Blut aus der 
Carotis entnommen und nach den Angaben von Winternitz’) 
mit (7,5 : 1000), welche in 
10 %oiger Natriumsulfatlbsung angefertigt war, verarbeitet, 
indem ein Teil in Uhrschiilchen aufgefangen, ein Teil direk! 
titriert wurde. Die beiden Hesultate stimmten, wie auch 
Winternitz bei seinen Versuchen fand, gut tiberein: der 
Zusatz von Natriumsulfat beeinflubte den Ausfall der Reaktion 
in keiner Weise. 

Versuch I. 
(Normalversuch. ) 
Die Tiere wurden in dem 2 cbm haltenden Raum 6 Stunde: 


eingesechlossen gehalten; als Futter wurde ihnen Heu wd 
Kartoffeln verabre:cht. 
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Einatmung alkalischer Stoffe auf die Alkalescenz des Blutes. 


Blut Weinsiiure erforderlich | 100g Blut 
“ammen 
auf 100¢Blut | in me Nag 
ansgedriickt | | 
| 29,875 14,0 46.853 145,17 
2 | 31,734 Lid 45,69 
3 | 28,936 Lod 93,97 166.06 
30,749 16.5 53.67 166.37 
29,378 16.0 168.83 
343-45 15,5 49,13 139.90 
Mittel 49.89 154.66 


Versuch Il. 


cem 2,07 %/o Ammoniaklésung in offener Schale.) 


Blut Weinsiiure erforderlich 100 Blut 
Nr. In Grammen zur 
auf 100 ¢ Blut in me 
ausgedrii 
| | | 50) | - 
1 | 32.508 18.0 | 55.38 171.08 
2 28.769 | 1,0 | HOS 188.60 
29.320 18.0 61.59 190.31 
Mittel 59.20 183.53 


Versuch IIL. 


(L00 cem 2,097 °/o Trimethylaminlésung in offener Schale. 


Weinsiiure erforderlich 100 ¢ Blut 
Blut 
enthalten Alkali 
Nr. in Grammen_, 

li tj aut 100 ¢ Blut in me Nal) 

ausgedriickt 
BOD6S 18,5 187.61 
2 32,459 19,0 
3 31.278 18.0 57,08 17840) 


Mittel 50,17 [835.45 
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48 Joseph Weif, Einatmung alkalischer Stoffe ete. 


Wiihrend also unter normalen Verhiiltnissen 100 g¢ Blut, 
in NaO ausgedriickt, 154,66 mg Alkali im Mittel ergaben 
(Lassar fand 146,3), stieg dieses Verhiéltnis unter dem Ein- 
flusse der Einatmung alkalischer Stoffe auf 183,53 bezw. 183,43, 
also um 18,70 bezw. 18,60 °/o. Auch zeigte sich das Wohl- 
befinden der Tiere gegen Ende des Versuches  entschieden 
gestOrt, besonders bei dem Versuche mit Trimethylamin. 

Es wird sicher lohnend sein, diese Beobachtungen noch 
weiter zu verfolgen. 


Litteratur. 


1) Hoffmann, Zeitschr. f. Biologie, Bd. VII, S. 338. 

2; Gihtgens, Centralbl. f. d. med. Wissensch., 1872, Nr. 53. 
3) Salkowski, Virchows Archiv, Bd. d8, 1. u. 5. Heft. 

4) Lassar, Pfliigers Archiv, Bd. 9, S. 44. 

5) Winternitz, Diese Zeitschr., Bd. XV, 8. 505. 


Weitere Untersuchungen iiber das Cytosin. 
Von 


A. Kossel und H. Steudel, 1) 


I. Darstellung des Cytosins. 

Zur Darstellung des Cytosins diente in den meisten Fiillen 
die Fliissigkeit, welche sich bei der Zersetzung tierischer Or- 
mit verdiinnter Schwefelsiiure bet zweistiindigem Er- 
wiirmen auf 150° ergeben hatte. Es ist aber nicht notig, auf 
diese hohe Temperatur zu erhitzen, vielmehr konnten wir die 
reichliche Bildung des Cytosins auch beobachten, als wir 840 ¢ 
irische StortestikeIn mit einer Mischung von 600 ¢ konzentrierter 
Schwefelsiiure und 1200 com Wasser 12 Stunden kochten. 
Wahrscheinlich wiirde eine geringere Konzentration an Siiure 
ebenfalls ausreichen. 

Diese Fliissigkeit wird zur Entfernune der Schwefel- 
sadure und eines Teils der huminartigen Stoffe mit Baryt oder 
mit Kalk und nachtriiglich mit Barvt alkalisch gemacht, die al- 
kalische Lésung zur Entfernung des Ammoniaks auf dem 
Wasserbade erhitzt, filtriert, das Filtrat) mit Schwefelsiiure 
schwach angesiiuert und eingedamplft. 

Die eingeengte Fliissigkeit) wird jetzt omit) Queck- 
<ilbersulfat bei Gegenwart von 3—4°/o freier Schwefel- 
siure gefiillt und bleibt nach Zusatz eines Uberschusses des 
illungsmittels mehrere Tage stehen. Das Cvytosin” befindet 
sich dann nebst den Nucleinbasen und dem Histidin im 
Niederschlag. 

Da die Fiillung des Cytosins durch Queeksilbersulfat nur 
‘ingsam und bei Zusatz eines Uberschusses erfolgt, so em- 


1) Siehe diese Zeitschrift, Bd. XNAVIL, S. 177, 245 u. 377. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f physiol. Chemie, XXNVIIL. + 
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pfichlt es sich, die Ausfiillung in folgender Weise vorzunehmen. 
Man fiigt zuniichst so lange kleine Mengen der Quecksilber- 
sulfatlbsung hinzu, als noch die sofortige kntstehung eines 
Niederschlages zu beobachten ist: erfolgt in einer abliltrierten 
Probe die Fiillung auf weiteren Zusatz des Fiallungsmittels erst 
nach einigen Sekunden, so saugt man den ganzen Niederschlag 
schnell durch eine Nutsche ab, versetzt das Filtrat mit einem 
ausreichenden Uberschuf des Quecksilbersulfats und labt es 
2 8 Tage stehen. Es bildet sich dann ein zweiter Nieder- 
schlag, welcher das Cytosin enthilt, wahrend die tbrigen durch 
Quecksilbersulfat fiillbaren Stoffe sich im ersten Niederschlag 
belinden. Diese Fiillungsmethode bewiihrte sich besonders gut 
bei der Untersuchung der Nucleinsiiuren. 

In allen Fiillen wird der das Cytosin enthaltende Nieder- 
schlag durch Schwefelwasserstoff zerlegt und die Fliissigkeit 
nach der Entfernung des Schwefelwasserstofis durch Phosphor- 
wolframsiiure geliillt. Der Phosphorwolframsiiurenicderschlag 
wird durch Baryt zerlegt, der Uberschub des Baryts aus dem 
Filtrate durch Kohlensiiure entfernt, zur Trockne eingedamptt 
und der Riickstand mit siedendem Wasser aufgenommen. Man 
wird jetzt in vielen zur Ausfiillang des Cytosins mit 
Vorteil nach dem Vorgange von F. Kutscher !) das Silbernitrat in 
der ftir die Hexonbasen, Thymin usw. gebriiuchlichen Weise an- 
wenden. Man siiuert die Fliissigkeit mit Salpetersiiure an und 
fiigt nun SilbernitratlOsung hinzu, bis eine herausgenommene 
Probe mit Barytwasser eine braungelbe Fiillung gibt. Beim Zusatz 
des Silbernitrats zu der sauren Losung bildet sich ein Niederschlag, 
welcher die Nucleinbasen enthilt. Dieser wird abfiltriert. Zu 
dem mit Baryt neutralisierten Filtrat setzt man jetzt langsam 
Barytwasser hinzu, so lange eine abfiltrierte Probe beim Uber- 
schichten mit ammoniakalischer Silberl6sung noch eine Nieder- 
schlagsbildung erkennen libt. Schon beim Neutralisieren mi! 
Baryt ist ein Niederschlag entstanden, der sich auf weiteren 
Zusitz von Baryt vermehrt und der das Cytosin (eventuel! 


1) Sitzungsber. d, Gesellschaft f. d. Beford. d. ges. Naturwissenscl 
in Marburg 1901, S. 94%. 
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neben Histidin) enthalt. Man filtriert diesen Niederschlag ab, 
wiischt ihn mit Wasser aus, zerlegt ihn mit Salzsiiure und 
leitet durch die vom Chlorsilber abfiltrierte L6sung zur Ent- 
fernung der gelOsten Spuren von Silber noch etwas Schwefel- 
wasserstoff. Man dampft die Losung zur Trockne ein, nimmit 
mit Wasser auf und fiillt durch Zusatz von Platinehlorid das 
schwer losliche Cytosinplatinchlorid heraus. Das Histidin, 
welches ein leichter ldsliches Platindoppelsalz bildet, bleibt 
eelost. Man kann die Trennung des Cytosins vom Histidin 
auch bewirken, indem man die Loésung der Chloride mit Am- 
moniak alkalisch macht. Das Cytosin, welches viel schwerer 
l6slich ist, als das Histidin, krystallisiert dann aus seiner kon- 
zentrierten Losung zum groften Teil heraus. Das freie Cytosin 
oder das Cytosinplatinchlorid werden durch Umkrystallisieren 
gereinigt. Das zuerst von A. Kossel und A. Neumann be- 
schriebene !) und von analysierte*) schwer lésliche 
Pikrat eignet sich weniger gut zur Reinigung. Oft enthiilt 
der Silberniederschlag auch noch Uracil, welches aus der 
Losung der Chloride herauskrystallisiert oder als schwer lés- 
liche Masse zurtickbleibt, wenn man die eingedampfte Losung 
des Chlorids mit Wasser aufnimmt. 


II. Bildung des Cytosins aus der Hefenucleinsiure. 


Die von uns nachgewlesene Verbreitung des Cytosins in 
lierischen Organen und die Entstehung aus den Nucleinstoffen 
legten den Gedanken nahe, dali das Cytosin ebenso wie das 
Thymin und Uracil zu denjenigen organischen Verbindungen 
gehort, welche in allen entwicklungsfihigen Zellen zu finden 
sind. Zur Priifung dieser Voraussetzung versuchten wir den 
Nachweis des Cytosins auch in der Hefezelle zu fiihren. 

Wir erhitzten 200 ¢ Hefenuclein mit 800 cem 16 > volum- 
prozentiger Schwefelsiiure 2 Stunden auf 150° und fiillten die 
Fliissigkeit mit Quecksilbersulfat, nachdem wir vorher mit 
Kalk und sodann mit Baryt die Schwefelsiiure und einen 


1) Berichte d. deutsch. chem. Ges.. Bd. 27, S. 2215. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL S. 378. 
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y2 A. Kossel und H, Steudel, 


Teil der Huminstoffe entfernt hatten. Die Fiillung wurde in 
oben beschriebener Weise fraktioniert  ausgefiihrt, und der 
zweite Niederschlag auf Cytosin verarbeitet. Derselbe enthielt 
so wenig Beimengungen, dab eine Uberfithrung in die Silberver- 
bindungen nicht notig war. Wir begniigten uns mit der 
Phosphorwolframsiurefiillung und fiihrten das Cytosin, welches 
aus diesem Niederschlag fast rein erhalten wurde, das 
Platindoppelsalz tiber, dessen Analyse folgende Zahlen lieferte: 


O1746 Substanz heferte 0,0528 Pt, d. i. 30,9420. 


Hl. OWST4 » » gab 21.7 ccm Stickstoff bei 16° und 768 mm 
Barometerstand, d. i. 13,71 0. 
Berechnet fiir (CJH,N,0), PtCl,- 2 HCI: Gefunden: 
PL 
N 13,34 13,71. 


Hierdurch ist die Entstehung des Cytosins aus den 
Nucleinstofflen der Hefe, welche durch F. Kutscher?!) bereits 
wahrscheinlich gemacht war, sicher nachgewiesen. 


III. Salze des Cytosins. 

Von den Salzen des Cytosins haben wir bisher folgende 
untersucht: 

1. Cytosinpikrat entspricht, wie wir in einer friheren 
Mitteilung nachgewiesen haben, der Formel C,H.N,O0, 

2. Cytosinplatinchlorhydrat. (CHN,0), PtCl, 2 HCI, in 
unseren fritheren Mitteilungen beschrieben und von uns zum 
Nachweis des Cytosins benuizt. 

3. Cytosinnitrat. Dasselbe labt sich leicht in schon krystal- 
lisiertem Zustand darstellen und entspricht nach unserer Analyse 
der Formel 

O1660 ¢ Nitrat gaben 46.2 cem Stickstoff ber 16° und 7600 mm 
Bar., d. 1. 32,62°%o N. 

Berechnet fiir TINO,: Gefunden: 

N 32,26 32,62. 

Cytosinsulfate. Die Untersuchung der Sulfate fihrte zu 
dem auffallenden) Ergebnis, dab Cytosin  neben einem 
leicht lOslichen sauren Salz noch ein schwer l6sliches basische- 
Sulfat bildet. 
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Basisches Cytosinsulfat. Man erhiilt dieses Salz, 
wenn man zu einer Losung der freien Base soviel Schwefel- 
siiure hinzufiigt, dai auf 1 Molekiil Cytosin '/2 Aquivalent 
Schwefelsiiure vorhanden ist. Es scheidet sich dann ein weiber 
in feinen Nadeln krystallisierter Niederschlag aus, Hiiufig be- 
obaehteten wir auch die Ausscheidung dieses Salzes, wenn 
wir schwefelsiiurehaltige oder mit Schwefelsiiure neutralisierte 
Lisungen des Cytosins einengten. Derartige Priiparate ergaben 
bei der Analyse folgende Zahlen: 

Priip. [0.1850 Sulfat gab 0.0804 BasO,, d. i. 18.28% 0 
Prip. II. 0,1396 » >» 0,0604 » BasO,, i. 18,20°/0 H,SO,. 

Ein drittes Priiparat wurde dargestellt, indem wir zu 
einer Loésung, welche 0,4782 g Cytosin (wasserfrei berechnet) 
enthielt, 4,3 eem N /2-Schwefelsiiure hinzusetzten. Der sofort 
entstehende Niederschlag ergab folgende Analysenzahl. 


Priip. III. O,1508 Substanz gab 0,0638 g BaSO,, d.i. 17,80° HySO,. 


Berechnet fiir (C,H,N,0), H,SO,: Gefunden: 
Priip. I Priip. Priip. 
H,SO, 18,09 18,28 18.20 17.80. 


Saures Cytosinsulfat. Wenn man eine Losung der 
Cytosinsulfate nach dem Herauskrystallisieren des basischen 
Sulfats weiter einengt, so krystallisiert ein Salz von der Forme! 
(C,H,N,O) H,SO,. 

Die Analyse dieses leicht l6slichen Sulfats  fiihrte zu 
folgenden Ergebnissen: 

0.2104 g Substanz gaben 0.2367 BaSO,. d. 1. 47,33°/o 
Berechnet fiir H,SO,: Gefunden: 
H,SO, 46,93 47,33. 

Bei unseren friiheren Versuchen, das Cytosinsulfat) zum 
Nachweis der Base zu verwenden, erhielten wir Mischungen 
der beiden Sulfate und infolgedessen schwankende Analysen- 
zahlen. Wir haben deshalb die oben beschriebenen Salze, 
besonders das Platindoppelsalz, fiir diesen Zweck vorgezogen. 


IV. Konstitution des Cytosins. 


Fiir die folgenden Versuche dienten etwa 4 g Cytosin, 


r 


Welches wir grébtenteils aus Thymus dargestellt hatten. Das 


| 
- 


D4 A. Kossel und H. Steudel. 
Priiparat war durch Uberfiihrung in das leicht lésliche Chlor- 
hvdrat gereinigt und vollig fret von Uracil. 

sereits in unserer friiheren Mitteilung haben wir die 
Angabe gemacht, dali das Cytosin durch salpetrige Siure in 
Uracil tibergefiihrt wird. Unsere weiteren Versuche haben 
dieses Ergebnis bestiitigt. 

A. Einwirkung salpetriger Saéure auf Cytosin. 

Wir zersetzten 2 g krystallwasserhaltiges Cytosin, welches 
in Wasser unter Zusatz von Schwefelsiiure gelOst war, bei 
Wasserbadtemperatur allmahlich mit kleinen Mengen einer 
3°oigen Losung von Natriumnitrit, solange noch ein Tropfen 
der Reaktionsfliissigkeit mit einer Pikrinsiiurelésung (Esbachs 
Reagens) einen schnell entstehenden krystallinischen Nieder- 
schlag bildete. Hierzu war das 3 bis 4fache der berechneten 
Menge Natriumnitrit notig. Die Fliissigkeit wurde sodann mit 
Ammoniak neutralisiert und mit Silbernitrat gefillt, wobei die- 


jenige schwache Alkalescenz hergestellt wurde, bei welcher 


die Menge des Niederschlags die gréBte war. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, ausgewaschen, durch Salzsiiure zersetzt 
und die vom Chlorsilber abfiltrierte Fliissigkeit eingedamptt. 
Eine Probe des eingedampften Riickstandes gab sehr deutliche 
Alloxanreaktion (Murexidreaktion): Rotfirbung mit Ammoniak, 
Blauviolettfirbung mit Natron. Der Verdampfungsriickstand 
wurde mit Wasser aufgenommen, filtriert und der Filterrtick- 
stand mit Wasser ausgewaschen. Dieser Riickstand betrug 
Q2¢ und besab die Eigenschaften des Uracils. Er gab die 
charakteristische Fiillung mit Silbernitrat und Ammoniak, die 
sich im Uberschufi des Ammoniaks leicht lést, war in Wasser 
und in verdiinnter Salzsiiure schwer loslich, gab keine Fiillung 
mit Phosphorwolframsiiure und enthielt keine Chlorwasserstotl- 
siuure. 
Die Analyse der aus Wasser umkrystallisierten Substanz 
ergab folgendes: 
0.1056 ¢ Substanz gaben 22.7 ccm Stickstoff bei 17‘ 
d. i. 25,35 %o N. 
Berechnet fiir Uracil C,H N,O,: Gefunden: 
N 25.35 


) 


und 768 mm Sar.. 
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Weitere Untersuchungen tiber das Cytosin. ‘ 
Durch diesen Versuch ist die Konstitution des Cytosins 
im wesentlichen festgestellt. Das Cytosin ist in Uracil tber- 
gufiihren durch dieselbe Reaktion, durch welche Strecker 
das Guanin in Xanthin und A. Kossel das Adenin in Hypo- 
xanthin iiberfihrte. 
C,H,N,O + HNO, = C,H,N,O, + N, + H,0. 
Da die Konstitution des Uracils folgende ist 
(1) NH-CO (6) 
(2) (0 CH (5) 
(3) NH-CH (4) 
so wird man auch das Cytosin als eine Pyrimidinverbindung 
betrachten mitissen, welche entweder an dem mit 2 oder an dem 
mit 6 bezeichneten Kohlenstoffatom eine Amidogruppe triigt. 
Man kann hiernach folgende Konstitutionsformeln fiir das Cytosin 
aufstellen: ') 


NH— CO N——CNH, 
CNH, CH CO CH 
N——CH NH—CH 

iI 


Zwischen beiden Formeln lift sich durch einen Oxyda- 
tionsversuch eine Entscheidung treffen. In der Formel I ist 
die Gruppierung der Kohlenstoff- und Stickstoffatome eine 
iiinliche wie im Guanin, man muf also hier ebenso wie bei 
der Oxydation des Guanins die Bildung von Guanidin erwarten, 
withrend nach Formel I] Harnstoff oder ein Derivat des Harn- 
stofls entstehen miiBbte. 

B. Oxydation des Cytosins. 

Zur Oxydation des Cytosins benutzten wir das Baryum- 
permanganat, welches schon von Steudel*) mit gutem 
Erfolg bei der Konstitutionsbestimmung des Thymins, von 
Kutscher*) bei der Oxydation des Arginins und von 
Zickgraf4) bei der des Lysins angewandt war. 


1) Wir sehen bei unseren Erérterungen von einigen fiir die Auf- 
lassung der Konstitution bis jetzt noch wenig wichtigen Méglichkeiten, 
z. B. der Hydroxylformel, ab. 

“) Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 241. 

3) Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 278. 

4) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch.. Bd. 35. S. 3401. 
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1,9 ¢ krystallwasserhaltiges Cytosin wurde in 100 ccm 
Wasser gelést, auf etwa 40° erwiirmt und = allmiihlich mit 
einer Losung von 7.8 Barvumpermanganat in Wasser ver- 
setzt. Die Temperatur blieb hierbei auf der gleichen Hohe. 
Die Permanganatlosung wurde bis gegen Ende des Versuchs 
ziemlich schnell, zuletzt langsam entfiirbt. Die Reaktion war 
zuletzt sehr schwach alkalisch, Ammoniakentwicklung war nicht 
zu bemerken. Die Untersuchung der Reaktionsfliissigkeit ergab, 
dali sich eine reichliche Menge Oxalsiiure gebildet hatte, jedoch 
war kein Guanidin nachweisbar. Auch die ziemlich weit ein- 
geengte neutralisierte LOsung gab die charakteristische Fiillung 
mit Natriumpikrat nicht. Hingegen lieb sich aus der zur 
Trockne eingedampften Masse durch Alkohol eine Substanz 
extrahieren, welche beim Verdunsten des Alkohols heraus- 
krystallisierte. Diese Substanz war kein’ Harnstoff, denn 
sie ergab nicht das charakteristische Nitrat, war auch in 
Wasser und Alkohol schwerer l6slich als Harnstoff. Auch 
nachdem wir aus dem in Alkohol unl6dslichen Rest die Oxal- 
siiure entfernt hatten, konnten wir durch Alkohol keine deutlich 
nachweisbare Spur von Harnstoff ausziehen. 

Das durch Alkohol gel6ste Oxydationsprodukt  erwies 
sich als Biuret. Die wiisserige Losung der Krystalle 
gab mit Natronlauge und wenig Kupfersulfat schon in 
der Kiilte eine kriiftige Rotfiirbung, auch stimmten die Lo6s- 


lichkeitsverhiiltnisse —— soweit dies ohne Léslichkeitsbestim- 
mungen zu ermitteln ist — mit denen des Biurets tiberein. 


Vollig  tiberzeugende lieferte die Untersuchung 
der Krystalle. Das Biuret krystallisiert hiufig in) Form 
vierseitiger Blittchen, welche unter dem = Mikroskop von 
zwei Kanten begrenzt sind, welche miteinander Winkel von 
ungefiihr 6% und 116° bilden. Bei der Untersuchung tm _ polari- 
sierten Licht findet man, die Ausl6schungsrichtung mil 
einer dieser Kanten, welche gewoéhnlich die liingere ist, einen 
Winkel von 62 resp. 28° bildet. Diese Merkmale fanden wir 
eut geeignet zur Erkennung des Biurets: sie zeigten— sich 
in gleicher Weise bet dem aus Cytosin entstandenen Oxydations- 
produkt. Auch bet der Untersuchung des Schmelzpunktes 
erwies sich unser Produkt identisch mit — biuret: 
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reines Biuret und unsere Substanz an demselben Thermometer 
cleichzeitig erhitzt, schmolzen bei 183—184° in vollig gleicher 
Weise unter Gasentwicklung. 

Die Menge des aus Cytosin erhaltenen Biurets  betrug 
nach dem Umkrystallisieren etwa 0,12 g. Die Analyse der 
bei 100° getrockneten Substanz ergab folgendes Resultat: 


0.1206 ¢ Substanz gab 41.5 cem N bei 11° und 758 mm Bar., 


Berechnet fiir Biuret: Gefunden: 


Die Entstehung des biurets und der Oxalsiiure bei der 
Qxydation des Cytosins libt sich durch folgende Formel aus- 
driicken: 

C,H,N,O + 40 + HO = C,H,N,O, + C,H,O,. 

Durch dieses Ergebnis ist die Stellung der Amidogruppe 
bestimmt und man wird dem Cytosin die oben angegebene 
Formel (6-Amino-2-oxypyrimidin) zuerteilen, welche der 
Bildung des Uracils am besten entspricht. Es mul jedoch be- 
merkt werden, dali die Entstehung des biurets besser durch 
eine der beiden folgenden Schreibweisen dargestellt: wird. 


NH—C—NH, NH—C—NH, 
NH—CH N CH 
lV 


Diese Unterschiede der graphischen Darstellung, zu denen 
noch die der «Hydroxylformeln» hinzukommen wiirden, haben 
bei dem heutigen Stand unserer Kenntnisse keine betriichtliche 
bedeutung, da es sich offenbar um Tautomeriefiille handelt. 
Man steht hier iihnlichen Fragen gegeniiber, wie sie sich bet 
den Purinverbindungen erhoben haben. Ebenso wie man bei 
diesen Korpern, und speziell bei der Harnsiiure, eine der 
moglichen Formeln nach dem Vorgange von E. Fischer?) 
zum Gebrauch herausgewithlt hat, wird man auch hier eine 
Wahl treffen miissen, und wir schlagen vor, die Formel Il zu 
benutzen. 


1} Berichte d. deutschen chem. Ges... Bd. 30, 8. 556. (1807, 
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stellt man die Formel des Cytosins denen der Purin- 
verbindungen und besonders der Harnsiiure gegenitiber, so er- 
geben sich sehr bemerkenswerte Beziehungen zwischen beiden. 


N C—NH, NH-C—NH, 
co 
CO CH CO €—HH- 

| | | | 
NH—CH NH—CO 

Cytosin. Harnsaure. 


Man ersieht, dab eine Bildung von Harnsiure aus Cytosin 
erfolgen kann durch Oxydation und Anlagerung von CONIHI. 
Beide Vorgange sind im Tierkorper bekannt. Eine Anlagerung 
von Cyansiure findet bekanntlich statt nach Einfiihrung ver- 
schiedener Amidosiiuren, z. B. der Sulfanilsiiure, des Taurins u. a, 

Das Cytosin kann also als eine Vorstufe der Harnsiiure 
und der Purinverbindungen iiberhaupt betrachtet werden. 
Andererseits erhebt sich die Frage, ob Cytosin und Uracil 
nicht als Abbauprodukte der Purinderivate aufzufassen sind. 
Man kénnte sogar die Frage aufwerfen, ob das Uracil und 
Cytosin nicht zum Teil aus einer Zersetzung priiformierter Purin- 
verbindungen unter der Einwirkung der zur Hydrolyse ver- 
wandten Siiuren entstehen kénne. Diese letztere Moglichkeit 
ist jedoch auszuschlieben. Wir haben Guanin derselben Ein- 
wirkung der Schwefelsiiure bei 150° unterworfen, welche wir 
bei der Zersetzung der Gewebe benutzten, und dies Reaktions- 
produkt auf Uracil und Cystosin untersucht, jedoch vergeblich. 

Sollte es wirklich gelingen, eine Bildung von Cytosin bei 
der physiologischen Zersetzung der Purinderivate festzustellen, 
so wiire damit selbstverstiindlich tiber die Rolle dieser base 
bei den synthetischen Vorgéngen nichts entschieden. 

Die durch die deskriptive Chemie der tierischen Gewebe 
festgestellten Tatsachen miissen in gleicher Weise wie die 
Ergebnisse der anatomischen Forschung den Ausgangspunkt 
fiir die physiologische Betrachtung bilden, Inmitten des Gewirrs 
vieldeutiger Versuche tiber die Entstehung der Harnsiiure er- 
scheinen die Ergebnisse der chemischen Forschungen: unsere 
Kenntnisse tiber die Verbreitung der Purinderivate, tiber thre 
Entstehung bei der Hydrolyse der Kernsubstanzen und unsere 
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Anschauungen Uber ihre Konstitution wie ein unerschiitterlicher 
Grundstein. Ebenso werden auch die neugewonnenen Kennt- 
nisse liber das Vorkommen und die physiologischen Beziehungen 
des einfachen Pyrimidinringes im Thymin, Uracil and Cytosin 
eine sichere Basis bilden, auf der sich die Lehre von der 
Kntstehung des erweiterten Pyrimidinringes der Nucleinbasen 
und der Harnsiiure aufbauen kann. 


Zur Chemie des Gorgonins und der Jodgorgosaure. 
Von 


M. Henze. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapei.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1903.) 


Mit dem Namen Gorgonin wurde von Drechsel*) die 
schwarzbraune hornige Substanz bezeichnet, aus welcher sich 
das Achsenskeletl der schénen Weichkoralle Gorgonia Cavolinii 
aufbaut. bBisher hat sich niemand wieder mit dem chemischen 
Studium dieser Substanz befabt. Die friheren Angaben 
Krukenbergs kénnen hier tbergangen werden. Nach den 
Ergebnissen der Drechselschen Arbeit hat man es mit 
einem Albuminoid und zwar mit einem dem Keratin§ der 
hoheren Tiere vergleichbaren Ko6rper zu tun. 

Die interessanteste Beobachtung, die bei jener ersten Unter- 
suchung gemacht wurde, bestand in der Entdeckung des auber- 
ordentlichen Jodreichtums des Gorgonins, welches somit ein 
Vertreter der wenigen natiirlich vorkommenden Jodeiweibkorper 
ist. Nach Dreehsels Bestimmung enthiilt das Gorgonin 
7.89% o Jod, auf die bei 100° getrocknete Substanz berechnet. 
Bei der Zersetzung mit Barytwasser gelang es, ein krystalli- 
siertes jodiertes Spaltungsprodukt zu isolieren, was bis jetzt 
noch nie, weder aus einem natiirlich vorkommenden, noch 
aus einem kiinstlich dargestellten Jodeiweibkérper gelungen ist. 
Die letzten darauf hinzielenden Versuche stammen meines 
Wissens von Oswald?) und beziehen sich auf Thyreoglobulin 


1) Zeitschr, f. Biologie, Bd. 33, 8. 90. 
2) A. Oswald, Uber jodierte Spaltungsprodukte des Eiweihes. 
Beitriige zur chem. Physiologie u. Pathologie, Bd. IIL, S. 591. 


( 


Zur Chemie des Gorgonins und der Jodgorgosiiure. 61 


und auf Jodalbumin. In ebengenannter Hinsicht sie 
negaliv ausgefallen. Friiher hat Hundshagen!) das Spongin, 
die Grundsubstanz der Badeschwiimme, gespalten. Er sprach 
die dabei resultierenden jodhaltigen Produkte als ein Gemenge 
yon jodierten Aminosiiuren an, ohne wirklich eine derselben 
rein isolieren zu konnen. 

Drechsel charakterisierte den von ihm teilweise analy- 
sierten jodierten Spaltungskérper, den er Jodgorgosiiure nennt, 
als eine Jodaminobuttersiiure. Wir finden sie unter dieser 
Bezeichnung in fast allen Hand- und Lehrbiichern. Sicht man je- 
doch die Analyse der Jodgorgosiiure im Original nach, so 
diirfte man erstaunt sein, wie wenig obige Behauptung gerecht- 
fertigt ist. Es existieren von der Jodgorgosiiure eine Kohlenstotl- 
und eine Wasserstoffbestimmung. Der Stickstoffgehalt ist’ gar 
nicht bestimmt, und der von Drechsel gefundene Jodgehalt 
differiert von dem fiir eine Jodaminobuttersiiure berechneten 
um gerade 3 °/o. Letzteres diirfte bei einer Halogenbestimmung 
cewih einigen Zweilel erregen. Doch abgesehen davon, wenn 
man bedenkt, wie leicht jodierte Fettsiiuren schon beim Kochen 
mit Wasser Jodwasserstoff abspalten, so mu die genannte 
Konstitution doppelt zweifelhaft erscheinen, da ja die Jodgorgo- 
beim Erhitzen des Gorgonins mit gesiittigtem Baryt- 
wasser entsteht. 

Nach einer im «American Journal of Physiologie» er- 
-chienenen Arbeit hat vor zwei Jahren Lafayette Mendel’) 
cinen Versuch gemacht, die Jodgorgosiiure in der von Drechsel 
beschriebenen Weise darzustellen. Er konnte dieselbe nicht 
inden. Allerdings ist zu bemerken, dab er nicht) Gorgonia 
Cavolini, sondern eine nahe Verwandte: Gorgonia flabellum 
henutzte, die nach seiner Bestimmung nur 1,15 Jod enthiilt. 

Infolge der genannten Unsicherheiten, ja selbst nicht un- 
begriindeten Zweifel an der Existenz der Jodgorgosiiure habe 
ch eine neue Untersuchung begonnen, durch die ich gleich- 
veitig der chemischen Nitur des Gorgonins etwas niiher zu 
I Hundshagen, Uber jodhaltige Spongien u. Jodspongin, Zeitsehr. 
ingew. Chemie, 189), S. 473. 

2) Americ. J. of Phys. IV, 245. 
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kommen suchte. Ich war gezwungen, mich dabei zunachst 
nur auf Ermittlung der Spaltungsprodukte zu beschriinken, und 
konnte diesen nur ab und zu einige ungefiihre quantitative 
Angaben beifiigen. Die ersten Ergebnisse sind im folgenden 
mitgeteilt. Gorgonia C. ist leider im Golf von Neapel nicht 
mehr so leicht zugiinglich und daher schwer zu haben. Sobald 
wieder gentigendes Material angesammelt ist, hoffe ich weiter 
zu berichten. Uber die Jodgorgoséure will ich vorausschickend 
nur erwiihnen, dab sie entsprechend den Angaben Drechsels 
existiert, aber sicher keine Jodaminobuttersiiure, sondern 
edenfalls ein Derivat der aromatischen Reihe ist. 

Drechsel fand bet der Zersetzung des Gorgonins mit 
verdiinnter Salzsiiure (1:1) Tyrosin, was er aus Krystallform 
uud Reaktionen schlob. Ferner sah er in den Tyrosinmutter- 
laungen unter dem Mikroskop charakteristische Scheibchen, die 
auf Leucin hindeuteten, wahrend er Lysin durch die Analvse 
des Baryumsalzes sicher nachwies. Er vermutete schlieblich 
auch das Vorkommen von Lysatinin. 

Wie schon bemerkt, ziihlte Drechsel das Gorgonin aut 
Grund der gefundenen Spaltungsprodukte zu den Albuminoiden 
und stellte es zu den Keratinen. Ist letzteres der Fall. so 
miibte sich das Gorgonin dureh einen besonders hohen Schwefel- 
gehalt auszeichnen. Es existieren dartiber keine Angaben. 
Die folgende Analyse!) 

O4983 ¢ Gorgonin (bei 110° getrocknet) 
gaben BaSO, entsprechend 0.0116 g 5, 
demnach Schwefelgehalt 2,52 °/o 
zeigt in der Tat, dab man es mit einem schwefelreichen Eiweili- 
korper zu tun hat. Der hohe Jodgehalt des Molekiils lift 
natiirlich den Sehwefelgehalt noch geringer erscheinen. 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurden zwei Agentien 
zur Aufspaltung des Gorgonins benutzt. Einmal wurde das Gor- 
gonin mit verdiinnter Schwefelsiiure zerstOrt und neben den 
sonstigen Spaltungsprodukten besonders auf die Kosselscher 
Hexonbasen geachtet. Das andere Mal wurde das Gorgoni: 


1, Die Bestimmung wurde nach Carius im geschlossenen Rol: 
mit HNO, ausgefiihrt. 
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iy Anlehnung an die Drechselsehen Versuche der Einwirkung 
-jedenden Barytwassers unterworfen, um dadarch zur Jodgorgo- 
siure zu gelangen. Auch hierbei wurde den nebenbei ent- 
-tehenden Spaltungsprodukten moglichste Beachtung geschenkt. 
fs ist gewih nicht von der Hand zu weisen, dab aus einem 
Vergleich der Spaltungsprodukte eines Eiweibkorpers, die einer- 
<eits durch Einwirkung von Siiuren, andererseits von Alkalien 
ecbildet werden, mancherlei Schliisse zu ziehen sind. Sobald 
die Methoden der quantitativen Trennung der Spaltungsprodukte 
weitere Fortschritte gemacht haben, wird dies umsomehr der 
Fall sein. 

Aus der Literatur ist mir nur eine solche vergleichende 
Untersuchung bekannt. Ich sehe dabei ab von den iilteren 
Arbeiten Schiitzenbergers. E. Schulze!) zerlegte das vege- 
tabilische Conglutin sowohl mit Salzsiiure als mit Barytwasser 
unter Druck. Unter den Amidosiiuren, auf die bei der Trennung 
Gewicht gelegt wurde, fehlte die Asparaginsiiure bei der Baryt- 
spaltung. Wie sich zeigen wird, weist auch das Gorgonin bet 
den Spaltungen Differenzen auf. 

Uber Eiweifispaltungen mittels Alkalien sind aus neuester 
Zeit noch zwei Angaben gemacht worden. Die eine stamimt 
von Steudel.*) Er zersetzte Casein mit Barytwasser, um Aul- 
<chluf tiber etwaige Bildung der Hexonbasen zu gewinnen. 
Ferner hat E, Fischer’) eine Hydrolyse des Caseins mit 
oiger Natronlauge beschrieben und hierbet die Entstehung 
der Pyrrolidincarbonsiiure nachgewiesen. 

Die Spaltung des Gorgonins mit Barvtwasser schien in 
genannter Hinsicht um so aussichtsreicher, als diese Substanz 
wuffallend leicht, bereits nach 1-—1! 2 Stunden bis zu den 
Aminosiuren zerstort wird. Schiitzenberger sowie E. Schulze 
hatten Eiweif mit Barytwasser in Autoclaven’ erhitzt und 
Steudel4) mubte 65 Stunden lang kochen, bis die Biuret- 
reaktion verschwunden war. 


1) Iiese Zeitschr.. Bd. IX, S. 65. 

2) Diese Zeitschr., Bd. XXXV, 5-0. 
3) Diese Zeitschr.. Bd. XXXV, 3S. 247. 
4) cf. oben. 
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I Spaltung des Gorgonins mit verdiinnter 

schwefelsiure. 

Zur Hydrolyse mittels verdiinnter Schwefelsiure standen 
mir ca. 50g des lufttrockenen Gorgonins zur Verfiigung. Die- 
selben wurden mit einer Mischung von 150 ¢ Schwefelséure 
und 300 ¢ Wasser gekocht. Bereits nach einer Stunde = hat 
sich alles zu einer klaren, tief schwarzbraunen Fliissigkeit 
velost. Die Entwicklung von Schwefelwasserstoff ist) dabei 
deutlich nachzuweisen. Beim weiteren Erhitzen treten violette 
Diimpfe von Jod auf, wie dies Drechsel bereits beschrieben 
hat, und mit der Zeit scheiden sich dicke Beliige von Jod- 
krvstallen im Wiihler ab. Der Zersetzungskolben wurde des- 
halb zeitweise mit einem absteigenden Kithler verbunden, wo- 
durch sich ganz bedeutende Mengen von Jod mit den Wasser- 
diimpfen tibertreiben lieben. tiberdestillierte Wasser 
wurde immer wieder ersetazt. Ob gleichzeitig etwa_ fltichtige 
organische Jodverbindungen tibergingen, vermag ich nicht mit 
Sicherheit) sagen. Dem Gerueh nach zu urteilen, schien 
es wahrscheinlich. Jodwasserstolf libt sich stets nachweisen. 

Die Zersetzunestliissigkeit blieb ca. 8 Stunden im schwachen 
Sieden, worauf die tief dunkelgefiirbte L6sung mit Wasser 
verdiinnt und die Schwefelsiiure durch Baryt soweit  entfern! 
wurde, dal} der Gehalt bet ca. 1 Liter Volumen noch 5° o be- 
trug. Dureh Titration lef sich das leicht feststellen. Es wurde 
nunmehr mit einer ca. 80° cigen Phosphorwolframsiiurel6suny 
eefillt, der Niederschlag nach 24 Stunden abgesaugt und mit 
oiger Schwefelsiiure, der etwas Phosphorwolframséure zu- 


gesetzE war, gut ausgewaschen. 


A. Untersuchung des Phosphorwolframsaureniederschlags. 


Der Niederschlag wurde in der gewohnlichen Weise mi! 
Barvt zerlegt und nach Entfernung des tiberschtissigen Baryts 
die ca, 242 Liter betragende Fliissigkeit. die noch schwac!: 
schwefelsiiurehaltig war, nach Kossels Methode!) auf dic 
Hexonbasen gepriift. 


1, Diese Zeitschrift, Bd. NNNAI, S. 165. 
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Zu diesem Zwecke wurde in der Wiirme pulverisiertes 
Silbersulfat eingetragen, bis eine Probe der Fliissigkeit) mit 
Barvtwasser eine braune Fiillung gab. Der geringe schon 
hierbei entstandene Niederschlag wurde gelassen und die Losung 
mit Barvumhydroxyd in Substanz gesiittigt. Die gebildete 
Fillung wurde gut mit) barvtwasserhaltigem Wasser aus- 
eewaschen, abgesaugt und das Filtrat) zur Priifung auf Lysin 
zurtickgestellt. Nachdem der ebengenannte Niederschlag mit 
Schwefelsiiure und Schwefelwasserstoff zerlegt und die tiber- 
<chiissige Schwefelsiure wiederum durch Baryt) weggeschafft 
worden waren, wurde schwach mit HNO, angesduert.  Silber- 
nitrat erzeugte eine graubraune Fiillung. Mit Schwefelwasser- 
=toff zerlegt, lieferte dieselbe nach dem Abfiltrieren vom ab- 
vesehiedenen Schwefelsilber beim Eindunsten einen briiunlichen 
syrup. Durch Aussehiitteln mit) Chloroform fief sich kein 
‘eles Jod nachweisen, wohl aber nach der Behandlung mit 
cinigen Tropfen roter Salpetersiiure. Ich vermute, dab es sich 
in unreine Jodgorgosiiure handelt. Das wenige Material er- 
laubte keine Reinigung und unreine Jodgorgosiiure krystallisiert 
sehr schwer, wie ich mich tiberzeugt habe. Dennoch glaube 
ich sagen zu diirfen, dab, dem mikroskopischen Bild einiger 
Krystiillchen nach zu urteilen, die sich bet langem Stehen 
wusgeschieden hatten, die Jodgorgosiiure auch bei der Siiure- 
spaltung in geringer Menge gebildet wird. 

Das Filtrat von dem obengenannten geringfiigigen Silber- 
niederschlag (der also augenscheinlich jodgorgosaures Silber 
euthielt} war weiter auf Histidin und Arginin zu untersuchen. 
I's wurde daher mit Barytwasser versetzt, bis eine Probe 
ammoniakalischer Silbernitratlbsung keine Fiillung mehr 
sub. Der so erzeugte Niederschlag wurde in’ schwefelsiiure- 
haltigem Wasser suspendiert, Schwefelwassertoff eingeleitet, 
dann die Schwefelsiiure durch Baryt und der letztere durch 
\ohlensiiure entfernt. Eine Probe des resultierenden Filtrats 
fab mit Sublimat die fiir Histidin charakteristische Fiillung. 
Aus der Hauptmenge wurde mit ammoniakalischer Silberlésung 
‘las Histidin ausgefiillt. Um das Histidinsilber analytisch als 
~olches zu kennzeichnen, war die Menge zu klein. Als es 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVIIL 
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aber mit Salzsiiure zerlegt worden war, schieden sich aus dem 
eingeengten Filtrat vom AgCl die sch6nen rhombischen Tiifelchen 
des Histidindichlorids ab. Sie wurden nochmals in wenig 
konzentrierter Salzsiure gelést und mit absolutem Alkohol ge- 
fillt. Nach dem Waschen und Trocknen zeigte die Ver- 
bindung den Zersetzungspunkt 230°. Kutscher gibt dafiir 
231—233° an. 1) 

Aus dem Filtrat der erstmaligen Abscheidung des Histidin- 
silbers lie} sich durch Sittigung mit Baryt ein Niederschlag 
erhalten, der nach der Zerlegung und Befreiung von Silber 
und Baryum eine alkalisch reagierende Losung lieferte, die 
genau mit Salpetersiiure neutralisiert wurde und beim Ein- 
dampfen und Stehen im Exsiccator bald vollig zu einem Bre 
der charakteristischen kreideartigen Scheibchen des neutralen 
Argininnitrats erstarrte. Das Rohprodukt wog ca. 3 g. Aus 
85 °/oigem Alkohol es sich gut reinigen. 

Zur weiteren Identifizierung wurde ein Teil davon durch 
Kochen mit Kupferkarbonat in das Kupfernitratdoppelsalz ver- 
wandelt. Die sehén  krystallisierenden dunkelblauen Nadeln 
gaben nach dem Entwiissern bei 110° folgendes Analysen- 
resultat : 

0.3408 g lieferten 0,0496 g CuO, 
entsprechend 0,0396 » Cu. 
Berechnet fiir (C,H,,N,O,),Cu(NO,), 11,83 °/o Cu 

Im Schmelzpunktsrdhrchen zersetzte sich die entwiisserte 
Verbindung bei 232—234°, entsprechend den Angaben von 
Gulewitsch. ?) 

Die auf Lysin zu_ priifende Fliissigkeit*) wurde in fol- 
gender Weise behandelt.  Zuniichst muften Baryum und 
Silber entfernt, und die Lésung auf 5°/o Schwefelséure ge- 
bracht werden. Phosphorwolframsiure erzeugte jetzt einen 
reichlichen Niederschlag. Nach dessen Zerlegung und Be- 
freiung der resultierenden Fliissigkeit von den letzten Spuren 


1) |iese Zeitschrift. Bd. S. 383. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVU, S. 197. 
3) ef. S. 
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Baryts wurde bis zum dicken Syrup eingedampft und derselbe 
mit alkoholischer Pikrinsiiure angeriihrt. Die Menge des rohen 
Lysinpikrats betrug 3,9 g. Durch mehrmaliges Umkrystalli- 
sieren wurde es gereinigt und bildete sehr feine vertilzte 
Nidelchen. Im Schmelzpunktsrdhrchen zersetzten sie sich bei 
230—232°. 

Das Pikrat wurde zum Teil in das Chlorid verwandelt und 
zu diesem Zweck in heijem Wasser gelOst und mit konzen- 
trierter Salzsiiure versetzt. Das Filtrat der dabei abgeschiedenen 
Pikrinsiiure wurde mehrfach mit Ather ausgeschiittelt, um die 
letzten Anteile der Pikrinsiiure zu entfernen, worauf beim Ab- 
dampfen das Chlorid in schén ausgebildeten Prismen_hinter- 
blieb, Dieselben wurden bei ca. 193° weich und schmolzen 
gegen 195°. Henderson!) gibt den Fp. 192—193° an. 

Damit ist das Vorkommen der drei Hexonbasen unter 
den mit Schwefelsiiture entstehenden Spaltungsprodukten des 
Gorgonins erwiesen. 

Um zu konstatieren, ob durch die Fiillung mit Phosphor- 
wolframsiiure etwa auch Monoaminosiuren mit zur Abschei- 
dung gelangen, habe ich noch das Filtrat vom phosphorwolfram- 
sauren Lysin untersucht. E. Sehulze und Winterstein?) 
haben gezeigt, daf dies in Bezug auf Leucin und Tyrosin 
augenscheinlich nicht der Fall ist, wiahrend tiber das Verhalten 
des Phenylalanins, das nach ihren Beobachtungen aus einer 
oigen Schwefelsiiureldsung durch Phosphorwolframséure- 
zusatz fallt, noch nichts mit absoluter Sicherheit gesagt werden 
konnte, 

Aus diesem Grunde wurde zuniichst aus dem Filtrat von 
der Lysinfallung die Phosphorwolframsiiure und dann das 
baryum weggeschafft. Beim Konzentrieren der Filtrate schied 
sich eine kleine Quantitéit eines Krystallbreies ab, der aus 
Niidelchen bestand. Dieselben gaben die Millonsche Reak- 
tion. Ich kann leider bei der geringen zur Verfiigung stehenden 
Menge nicht sagen, ob diese Reaktion lediglich durch eine 
Verunreinigung von Tyrosin bedingt war, oder ob die ganze 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 321. 

Diese Zeitschrift. Bd. XXXV, S. 574. 
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Menge aus Tyrosin bestand. Die unter dem Mikroskop sehr 
einheitlich erscheinende Krystallmasse wurde zu einer Stick- 
<toffbestimmung verwandt. 


0.0570 ¢ bei 100° getrocknet verbrauchten 3,6 cem nj1o HCI, d. h, 


die Substanz enthilt 8.84% N 
Berechnet fiir Tyrosin 7,73 °/o » 
> » Phenylalanin 848° >» 


Allein hieraus auf das Vorhandensein von Phenylalanin 
schlieben zu sollen, wage ich nicht. Die Frage bleibt des- 
halb noch offen. 


B. Untersuchung des Filtrats vom Phosphorwolframsaure- 
niederschlag. 


Aus dem Filtrat der phosphorwolframsauren Hexonbasen 
war zuniichst die Phosphorwolframsiiure durch Baryumhydrat 
und der Uberschu®B des letzteren durch Kohlensiiure entfern' 
worden. In Anbetracht der geringen Menge der voraussichtlich 
vorhandenen Monoamidosiuren (das Gewicht des angewandte 
Gorgonins betrug 50 g) schien es nicht durchfiihrbar, eine 
Trennung derselben nach dem E. Fischerschen Veresterungs- 
verfahren vorzunehmen. Es wurde deshalb versucht, soweit 
als moglich durch fraktionierte Krystallisation Aufschluf tiber 
die vorhandenen Aminosduren zu bekommen. 

Die erste Krystallfraktion bestand nach der mikroskopischen 
Untersuchung aus rosettfOormig gelagerten Prismen von vollig 
einheitlichem Habitus. Nach Reinigung aus ammoniakalischem 
Alkohol deuteten sowohl Krystallform als Xanthoprotein- und 
Millonsehe Reaktion auf Tyrosin. Eine Stickstoffbestimmung 
bestiitigte dies. 

Gefunden — 
Berechnet 7 

Das Filtrat von Krystallfraktion | wurde weiter eingeengt, 
worauf nach einigen Tagen eine zweite sandige Abscheidung 
erfolgt war. Unter dem Mikroskop zeigten sich neben den 
charakteristischen Tyrosinformen eigentiimliche —sechsseitige 
Tiifelehen. Die Vermutung, es mit Cystin zu tun zu haben. 
lag sehr nahe bei dem hohen Schwefelgehalt des Gorgonins. 
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Die Krystallfraktion wurde zuniichst mit wenig Wasser aus- 
sekocht und die beim Eindunsten erhaltene sehr geringe Ab- 
scheidung mikroskopisch auf Leucin untersucht. Es konnte 
nichts von dessen Vorkommen entdeckt werden. Die ganze 
Krystallfraktion I] wurde nunmehr aus verdiinntem Ammoniak 
fraktioniert krystallisiert, wobei sich siimtliche anfangs vor- 
handen gewesenen sechsseitigen Tiifelchen in die biischelfOrmigen 
Niidelchen des Tvrosins verwandelten. Auch zeigte keine der ge- 
trennten Krystallabscheidungen eine Schwefelbleireaktion, die auf 
die Anwesenheit von Cystin hiitte schlieben lassen. Das Roh- 
gewicht an Tyrosin aus Fraktion I und II betrug ca. 2,5 g. 

Die Mutterlauge von Fraktion II gab bei weiterem Ein- 
engen und Stehenlassen noch eine sehr geringe Menge eines 
in blittehen krystallisierenden Kérpers, der durch Tyrosin ver- 
unreinigt war. Durch Umkrystallisieren aus ammoniakalischem 
Alkohol wurde das letztere so gut als moéglich entfernt und 
der’ Rest mit. frischgefiilltem Kupferhydroxyd gekocht. Die 
Menge des dabei gebildeten schwerléslichen Kupfersalzes reichte 
gerade aus, um nach nochmaliger Reinigung aus Wasser eine 
Kupferbesimmung zu machen. 

0.2102 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0.0514 g CuO, ent- 
sprechend 0,0411 g Cu. 

Gefunden 19,52°o Cu 
Berechnet fiir Leucin 19,51 » 

Damit ist das Vorkommen von Leucin unter den Spaltungs- 
produkten des Gorgonins erwiesen. Jedenfalls tritt es beson- 
ders gegentiber dem Tyrosin nur in sehr geringer Quantitét auf. 

In dieser Beziehung stimmt das Gorgonin mit den Kera- 
tinen tiberein, die ebenfalls neben grossen Tyrosinmengen nur 
wenig oder kein Leucin liefern sollen. 

Die dickfliissige Mutterlauge der III. Krystallfraktion zeigte 
keine weitere Tendenz zur Krystallisation. Da, wie unten 
vezeigt werden wird, das Glycocoll bei der Barytspaltung des 
Gorgonins in sehr bedeutenden Quantitaten gebildet wird, war 
es von Interesse, zu entscheiden, ob auch die Sadurespaltung 
diesen Korper liefert. Der Nachweis sollte durch Abscheidung 
des Glycocolls in Form seines salzsauren Esters versucht 
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werden. Die genannte Mutterlauge wurde daher im Vacuum 
bis zu dickem Syrup konzentriert. und nach dem UbergieBen 
mit dem dreifachen Volumen absoluten Alkohols mit trockenem 
Salzsiiuregas gesiittigs und zuletzt noch 1 Stunde auf dem 
Wasserbad erwiirmt. Die Fliissigkeit blieb 24 Stunden im 
Eisschrank stehen und = schied auch nach Einimpfen eines 
Krystalles von salzsaurem Glycocollester nichts ab. Allem An- 
schein nach wird also Glycocoll bei der Siiurespaltung des 
Gorgonins nicht oder wenigstens nicht nachweisbarer 
Menge gebildet. 

Zur weiteren Untersuchung wurde die alkoholische Losung 
der Ester im Vacuum bei niederer Temperatur verdunstet und 
aus dem Riickstand die Ester aus ihren Chlorhydraten durch 
Natronlauge und Kaliumcarbonat abgeschieden sofort in 
Ather aufgenommen. Durch Kochen mit Baryumhydrat wurden 
die beim Abdunsten des Athers hinterbleibenden Ester verseift. 
Durch genaues Ausfiillen des Baryums mit verdiinnter Schwefel- 
siiure resultierte eine alkalisch reagierende Fliissigkeit, aus der 
beim Abdampfen nur sehr wenige Krystallbliittchen auskrystalli- 
sierten, Mit Asparaginsiiure konnten sie nicht identifiziert 
werden, Die Krystéllchen samt Mutterlauge wurden nun mit 
frischgefiilltem Kupferhydroxyd gekocht. Es entstand zwar 
dabei eine nicht sehr tiefblau gefiirbte Losung, die jedoch 
weder beim Erkalten, noch beim Konzentrieren ein schwer- 
losliches Kupfersalz lieferte. Die sehr schwerloslichen asparagin- 
oder glutaminsauren Kupfersalze hiitten bei Anwesenheit jener 
Siituren jedenfalls hier auftreten miissen. 

Das Resultat der Spaltung des Gorgonins mit verdiinnter 
Schwefelsiiure ist demnach folgendes: 

Es werden gebildet: die drei Hexonbasen und zwar in 
sehr geringer Menge Histidin, reichlich Arginin und Lysin. 
Von den Monouminosiiuren treten reichlich auf: Tyrosin: in 
verschwindendem Mabe: Leucin, Nicht mit absoluter Sicher- 
heit konnten nachgewiesen werden: Phenylalanin und Jodgorgo- 
siiure. Nebenbeir liefert) die Zersetzung grosse Quantitiiten 
freien Jods neben Schwefelwasserstoff und Ammoniak. 

Foleende Verbindungen scheinen zu fehlen, da sie trot 
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darauf gerichteter Untersuchung nicht entdeckt werden konnten. 
ks sind Glycocoll, Cystin und wohl auch Asparagin- und 
Glutaminsiaure. 


Il. Spaltung des Gorgonins mit Barytwasser. 


Die Menge des fiir diese Untersuchung zu Gebote stehenden 
Materials bestand im ganzen aus ca. 170 lufttrockenem 
Gorgonin, das in 3 Portionen getrennt verarbeitet wurde. In 
erster Linie kam es auf die Auffindung der Jodgorgosiiure an. 
Der erste und zweite Spaltungsversuch fiihrte nicht zum Ziel, 
weshalb spéter ein klein wenig von der Drechselschen Me- 
thode abgewichen wurde. Auf jeden Fall ist es nicht leicht, 
auch nur kleine Mengen der fraglichen Substanz in reinem 
Zustand zu isolieren. Konzentration des Barytwassers und 
Dauer des Kochens haben sicherlich grofen Einflufs auf die 
Ausbeuten. Es ist mir jedoch unmoglich, einstweilen dariiber 
etwas Definitives auszusagen. 


A. Darstellung der Jodgorgosaure. 


Ich erwiihne hier auch die ersten mibgliickten Versuche, 
da bei einem derselben eine offenbar chlorhaltige, schén kry- 
stallisierte Verbindung gefaft werden konnte. In allen Fiillen 
wurde wie folgt verfahren: 

Das Gorgonin (im ersten Versuch waren es 50 g) wurde 
mit heibgesiittigtem Barytwasser tibergossen und dieses zum 
ganz schwachen Sieden gebracht. Bereits nach 1—1'/2 Stunde 
hatten sich die Stengel vollig gelost. Durch Einleiten von 
Kohlensiiure wurde der Baryt entfernt und das ausgetiillte Barvum- 
carbonat mehrfach mit heibem Wasser ausgezogen und fest 
abgesaugt. Das Filtrat ist tiefbraunrot, die Farbe riihrt jedoch 
nicht von freiem Jod her, wie man sich durch Ausschiitteln 
mit Chloroform tiberzeugen kann. Es wird dagegen sofort 
hachweisbar, wenn man eine Probe der Fliissigkeit mit einigen 
Tropfen roter Salpetersiiure behandelt. 

Die Losung wurde nunmehr, entsprechend dem Verfahren 
Nrechsels, mit Silbernitrat vollig ausgefillt. Der entstandene 
vraue Niederschlag wurde nach dem Waschen mit etwas 
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Wasser mit verdiinnter Salpetersiiure behandelt, wobei er sich 
bis auf einen aus Chlorsilber und Jodsilber bestehenden Nieder- 
schlag zu einer braunroten, stark jodiihnlich riechenden Fliissig- 
keit loste. Trotzdem ist in derselben kein freies Jod nach- 
zuweisen., Durch Neutralisation mit verdiinntem Ammoniak 
wird der graue Niederschlag von neuem hervorgerufen und 
nunmehr gut mit Wasser und zuletzt mit verdiinntem Alkohol 
auszewaschen. 

Nach Drechsels Angabe wurde dieses Silbersalz mit 
Salzsiiure zerlegt und zwar wurde soviel der verdiinnten Siiure 
zuzesetzt, dab dieselbe eben durch Kongopapier nachweisbar 
war. Das tiefgefiirbte Filtrat vom abgeschiedenen Chlorsilber 
hinterlie} beim Konzentrieren immer dickliche Syrupe, wie 
dies auch Oswald bei Spaltung des Jodalbumins und Jodo- 
thyrins beobachtete, und alle Bemiihungen, dieselben durch 
wiederholtes Losen in Wasser, Stehenlassen mit Alkoholzusatz 
(clr. Drechsel) ete. zum Krystallisieren zu bringen, schlugen 
fehl. Bei einem zweiten Versuch wurde die braungeférbte 
Fliissigkeit eine Zeit lang mit gut gereinigter Tierkohle gekocht. 
Der beim Abdunsten des Wassers hinterbliebene Riickstand 
liste sich teilweise in heiSem Alkohol und wurde mit Ather 
gefiillt. Nach zweimaliger Wiederholung dieser Operation 
wurde die Fiillung in viel warmem Alkohol gelOst und langsam 
im Exsiceator tiber Schwefelsiiure abegedunstet. Auf diese 
Weise gelang es, eine kleine Quantitét einer in langen, glas- 
hellen Prismen  krystallisierenden Substanz zu gewinnen, dic 
nochmals aus Alkohol gereinigt wurde. Die Verbindung war 
sehr leicht in Wasser loslich, verbrannte ohne Riickstand und 
reagierte stark sauer auf Lackmus. Mit Silbernitrat sic 
einen weibgelblichen Niederschlag, der sich aber in wenigen 
Sekunden tief rotbraun fiirbte, jedenfalls unter Zersetzung. Die 
Probe auf Stickstoff durch Schmelzen mit Kalium ete. fie! 
negaliv aus. Sehon diese Reaktionen zeigten, dai man es 
nicht mit Jodgorgosiiure zu tun hatte. Auffiillig ist, dab die 
Substanz chlorhaltig ist. Als der kleine noch zur Verfiigung 
stehende Rest im Einschlubrohr nach Carius mit Salpetersaure 
zersetzt wurde, schied sich weibes Chlorsilber ab. 
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0.0671 ¢ vacuumtrockener Substanz gaben 0.0069 ¢ A&C. 
Gefunden und auf Chlor berechnet: 2,55" CL. 

Ich moéchte nicht unterlassen, darauf hinzuweisen, dal 
das Gorgonin nach Drechsels Bestimmung neben Jod auch 
einen Gehalt von 2,18°%o Chlor besitzt, dab also das Gorgonin 
ein gleichzeitig chlor- und jodhaltiges Albuminoid ist. Sollte 
sich demnach die Existenz der fraglichen Siiure bestiitigen, 
so wire dieselbe als ein chlorhaltiges Spaltungsprodukt des 
Gorgonins aufzufassen. 

Der Korper, welcher die von Drechsel beschriebenen 
Kigenschaften seiner Jodgorgosiiure aufwies, wurde schlieblich 
in der Weise erhalten, dali eine neu dargestellte Portion des 
obengenannten Silberniederschlags in heibem Wasser sus- 
pendiert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. wurde. Das 
Kiitrat vom Schwetelsilber war nur sehr wenig gefiirbt. Trotz- 
dem wurde es noch mit Tierkohle behandelt und dann ein- 
geengt. Schon in der Wirme fielen dabei Krystalle aus. 
Die Abscheidung war beim Erkalten so  vollstiindig, dal die 
Mutterlaugen beim Abdampfen kaum einen Riickstand hinter- 
lichen. Die Substanz, die demnach in Wasser sehr schwer l6slich 
ist, wurde mehrfach daraus umkrystallisiert. Sie behiilt trotz- 
dem einen schwachen Stich ins Gelbliche und bildet eigen- 
tiimlich lanzettf6rmige, lang zugespitzte Krystalle, die meist 
zu Drusen verwachen sind. Der Schmelzpunkt wurde zu 205° 
bestimmt, wobei spontane Zersetzung eintritt. Die Verbindung 
ist jodhaltig, wie die unten angegebene Analyse beweist. — In 
Alkalien, auch Soda, lOst sie sich leicht und wird beim Neutrali- 
sieren wieder ausgefiillt. Mineralsiiuren liefern salzartige Ver- 
hindungen. So hinterbleibt beim Abdunsten einer L6sung von 
Jodgorgosiiure in Salzséure das Chlorhydrat in runden Drusen, 
die unter dem Mikroskop den unreinen Formen des Leucins 
dhneln. Drechsel gibt an, dai sich das Chlorhydrat mit 
Wasser zersetze und dabei Krystalle der freien Siiure aus- 
fallen. Ich konnte diese Beobachtung nicht machen. Raucht 
man einige Krystéllchen der Siiure auf cinem Platinblech vor- 
sichtig mit Salpetersiiure ab, so hinterbleibt ein stark gelb- 
cefirbter Fleek, der mit Ammoniak oder Natronlauge tief gelb- 


74 M. Henze, 


rot wird. Diese Xanthoproteinreaktion deutet zweifellos darauf 
hin, dab die Jodgorgosiiure einen aromatischen Komplex ent- 
hilt. Sie kann keine einfache Siiure der Fettreihe sein. Auch 
die analytischen Daten beweisen entsehieden, dah man 
es nicht mit einer Jodaminobuttersiiure zu tun hat, wie 
Drechsel meinte. 

Die Millonsche Reaktion fiel negativ aus. Damit ist 
jedoch keineswegs bewiesen, dali die Jodgorgosiiure nicht doch 
vielleicht ein Tyrosinderivat ist. Bekanntlich ist von mehreren 
Seiten!) die Ansicht geiiubert worden, welches durch 
Kinfiihrung von Halogen die Millonsche Reaktion verliert, das 
Halogen in’ den Tyrosinkomplex aufnimmt. Das Ausbleiben 
der genannten Reaktion erklért sich nach Blum und Vaubel 
sehr einfach. Sie wiesen nach, dah Tyrosin, in dem die 
beiden Ortho- oder beiden Metastellungen zum Hydroxyl durch 
Halogene substituiert sind, die Millonsche Reaktion nicht 
mehr gibt. 

Es wire interessant, der Jodgorgosiiure durch Erhitzen 
in wiisseriger LoOsung unter Druck das Jod zu entziehen und 
zu priifen, ob dann vielleicht die Millonsche Reaktion ein- 
tritt. Auf diese Weise liebe sich wohl am leichtesten kon- 
statieren, ob die aromatische Gruppe, deren Vorhandensein 
durch die Xanthoproteinreaktion ziemlich sicher anzunehmen 
ist, Beziehungen zum = Tyrosinkomplex hat. Substanzmangel 
erlaubte einstweilen nicht, diese Frage zu entscheiden. 

Es sei noch erwiihnt, dab sich mit dem ungespaltenen 
Gorgonin die Millonsche Reaktion nicht anstellen lift, da die 
Substanz an und fiir sich zu stark gefirbt ist. 

Der noeh zur Verfiigung stehende Rest an reiner Siiure 
reichte leider nur zu zwet Analysen. Ich habe deshalb zu- 
niichst eine Jodbestimmung gemacht, da die von Drechsel 
angegebene nach seiner eigenen Meinung ungenau ist. Anderer- 
seits wurde eine Stickstoffanalyse nach Dumas ausgefiihrt. 
Es fehlte bisher eine solche, und Drechsel nahm bei der Auf- 


1) Hofmeister, Diese Zeitschrift. Bd. XXIV, S. 159; Blum und 
Vaubel, Zeitschr. f. pr. Chem., N. F., Bd. 57, 8. 365. 
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stellung seiner Formel den Prozentgehalt an Stickstoff einfach 
willkiirlich an. 

Die Substanz wurde bei 100° getrocknet. Das vorher 
im Vacuum konstant gewordene Gewicht iinderte sich dabei nicht. 

Nach Carius im Bombenrohr zersetzt, lieferten: 

O,1151 g Substanz 0.1221 AgJ entsprechend 0.06597 J. 

Gefunden: 57,32 ° Jod. 
OA714 g Substanz gaben 5,50 ccm N (16°, 769 mm). 
Gefunden: 3,78 %/o N. 

Im folgenden sind die von Drechsel und mir gefundenen 
analytischen Daten zusammengestellt. Zum Vergleich stehen 
daneben die fiir eine Jodaminobuttersiiure berechneten Werte. 
Daraus diirfte hervorgehen, dai der Jodgorgosiiure eine der- 
artige Konstitution nicht zukommen kann. 


Berechnet fiir 


| Drechsel Henze Jodaminobutter- 
| saure 

C 20,99 fehlt 20,96 

H 4,04 | fehlt BAY 

N fehlt | 3,78 G11 

J | 5246(2) | 57,32 55,46 


Kine Formel aus dem einstweilen vorliegenden Analysen- 
material abzuleiten, halte ich fiir zwecklos. 


B. Entstehen bei der Barytspaltung neben der Jodgorgosaure 
Hexonbasen ? 

Das Filtrat') der erstmaligen Fallung des jodgorgosauren 
Silbers2) wurde von dem Uberschuh desSilbernitrats durch 
Schwefelwasserstoff befreit und auf ca. 500 com cingedampft. 
Phosphorwolframsiiure erzeugte in der auf Schwefelsiiure 
gebrachten Losung einen Niederschlag, der in der gewOhnlichen 

1) Zur Verarbeitung kamen die vereinigten Filtrate, welche aus 
drei verschiedenen Barytzersetzungen von insgesamt ca. $0 ¢ Gorgonin 
stammten. 
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Weise zerlegt und nach Kossels Vorschrift!) auf die Hexonbasen 
geprift wurde. Es wurde demnach versucht, zuniéchst Histidin 
und Arginin in Form ihrer Silbersalze bei Gegenwart von 
Baryvumhydrat abzuscheiden. Aus dem entstandenen Nieder- 
schlag wurden Silber und Baryum = entfernt und eine in der 
bekannten Weise erzeugte und eventuell fiir Histidinsilber an- 
zusprechende geringfiigige Fiillung auf Histidindichlorid  ver- 
arbeitet. Es sich jedoch keine fiir Histidindichlorid 
charakteristische Krystallisation erhalten. Es resultierte ein nicht 
krystallisierender Riickstand, der beim Behandeln mit Salpeter- 
siiure Jodreaktion gab. Es war vielleicht eine kleine Menge 
vorher nicht vollig abgeschiedener Jodgorgosiiure. 

Bei weiterer Verfolgung des Kosselschen Trennungs- 
verfahrens wurde eine geringe Fiillung isoliert, die derjenigen des 
Argininsilbers entsprach. Die niihere Untersuchung lieferte je- 
doch weder die charakteristischen Formen des Argininnitrates, 
noch die des Kupfernitratdoppelsalzes, obwohl Kupfercarbonat 
von der fraglichen Verbindung gelost wurde. 

Die Frage nach der Entstehung von Histidin und Ar- 
ginin bei der Barytspaltung diirfte daher verneinenden 
Sinne zu beantworten sein. Anders verhilt es sich mit der 
Bildung des Lysins. 

Das Filtrat von dem durch Silbernitrat und Baryumhydrat 
bewirkten Niederschlag gab nach Entfernung der im Uber- 
schuf zugesetzten Fiillungsmittel mit Phosphorwolframsiiure 
bei Schwefelsiiuregegenwart einen Niederschlag. Derselbe 
lieferte nach der Zerlegung eine Fliissigkeit, aus der sich nach 
dem Abdampfen mit alkoholischer PikrinsiiurelOsung ein Pikrat 
gewinnen lief, welches alle Kigenschaften des inaktiven Lysin- 
pikrats zeigte. Die in Alkohol kaum, in heifem Wasser leicht 
lésliche Verbindung bildete im Gegensatz zu den feinen seiden- 
gliinzenden Niidelchen der aktiven Modifikation kurze derbe 
Krystillchen, die bei 230° unter Zersetzung schmolzen.?) Die 
Stickstoffbestimmung ist leider verloren gegangen. 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXXI, S. 170. 
2) Vergl. E. Fischer, Ber. d. chem. Ges., Bd. 35, S. 3778. 
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Das Filtrat vom phosphorwolframsauren Lysin hinterliel) 
nach Ausfillung der Phosphorwolframsiiure beim Eindampfen 
eine kleine Quantitiit eines alkalisch reagierenden Syrups. Es 
wiire méglich gewesen, in demselben Ornithin, entstanden dureh 
Spaltung primiir gebildeten Arginins, zu finden. Der Versuch, 
dasselbe durch Abscheidung mittels Phenylisocyanat nachzu- 
weisen, fiel negativ aus. 


C. Die bei der Barytspaltung gebildeten Monoaminosiuren. 


Das Filtrat) des ersten Phosphorwolframsiiurenieder- 
schlags!) wurde nach Befretung von der Phosphorwolfram- 
siiure eingeengt und der Krystallisation tiberlassen. Es lieben 
sich drei Krystallfraktionen erhalten, die siimtlich aus Tyrosin 
bestanden. Leucin war auf mikroskopischem Wege nicht zu 
entdecken. Um dennoch einen weiteren Anhalt fiir die An- 
oder Abwesenheit dieser Verbindung zu haben, wurden die 
vereinigten Krystallfraktionen mit Eisessig ausgekocht. Beim 
Abdunsten desselben blieb ein kaum nennenswerter Riickstand, 
der in keiner Weise auf Leucin schliefBen lief. Bekanntlich 
gelingt es nach einer neueren Arbeit von Habermann und 
Khrenfeld*) sehr leicht, Leucin und Tyrosin auf diesem Wege 
zu trennen. 

Das Tyrosin wurde durch seine Krystallform, seine 
Keaktionen und durch eine Kjeldahlbestimmung charakterisiert. 
0.1461 verbrauchten 7,90 HEI, 

Gefunden: 7.57 °/o N 
Berechnet: 7,73°o » 

Die von den Tyrosinfraktionen abgesaugte Mutterlauge 
wurde weiter auf Glutaminsiiure untersucht. Sie wurde mit 
Salzsduregas gesittigt und zur Krystallisation gestellt. Es er- 
iolgte jedoch keine Abscheidung von salzsaurer Glutaminsiiure. 

Die Fliissigkeit wurde deshalb unter vermindertem Druck 
zum dicken Sirup eingedamplt, der letztere mit absolutem 
Alkohol tibergossen und nach E. Fischer verestert. Beim 


1} ef. S. 79. 
2) Diese Zeitschrift. Bd. XXXVII, S. 18. 
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Stehen in der Kiilte schied sich ein dicker Krystallbrei von 
salzsaurem Glycocollester aus, der ca. 8 g wog (erhalten aus 
etwa 80g Gorgonin). Die abgesaugte und zweimal aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisierte Verbindung zeigte den 
scharfen Schmelzpunkt 144°. 

Das reichliche Vorkommen von Glycocoll unter den Spal- 
tunysprodukten des Gorgonins mit Barythydrat, im Gegensatz 
zu dem Fehlen dieser Verbindung bei der Siéurespaltung, ist 
jedenfalls bemerkenswert. Meines Wissens ist dadurch auch 
zum ersten Mal das Auftreten von Glycocoll unter den Spal- 
tungsprodukten eines Eiweifkorpers mit Barytbydrat bewiesen. 

Aus der vom salzsauren Glycocollester abfiltrierten Fliissig- 
keit wurden die Ester nach dem Verjagen des Alkohols im Vacuum 
nach der bekannten E. Fischerschen Methode abgeschieden'). 
Die zuniichst erhaltene iitherische Losung hinterlieh} nach dem 
Trocknen mit Natriumsulfat allerdings nur eine geringe Menge 
einer dicklichen, gefiirbten Fliissigkeit, die aber dennoch in 3 Frak- 
tionen zerlegt werden konnte. Leider hat die Untersuchung 
derselben kein definitives Resultat geliefert. Trotzdem_ soll 
dartiber berichtet werden. 

Fraktion I enthielt die bis 60° (8mm Druck) tibergehenden 
Anteile. Die dickliche Fliissigkeit wurde durch Kochen mit 
Wasser verseift. Beim Eindampfen krystallisierte eine sehr 
einheitlich aussehende, aus weilen Niidelchen bestehende Ver- 
bindung aus, die in Wasser ziemlich leicht lOslich war. Leider 
ist gerade dieser Korper, der allem Anschein nach Phenylalanin 
zu sein schien, durch ein Mifbgeschick verloren gegangen. 

Fraktion Il (60—80°): Nach der Verseifung mit Wasser 
resullierte eine sehr leicht in Wasser losliche Krystallisation, 
die aus anscheinend zwei Krystallformen bestand. Ein Ver- 
such, mittels Phenylisocyanat zu einem Derivat zu gelangen, 
welches zu identifizieren gewesen wiire, miblang. dic 
Untersuchung eines in Niidelchen krystallisierenden Korpers vom 
Ip. 286° mubte wegen der geringen Quantitat verzichtet werden. 

Fraktion HI (8O—100°) wurde mit Barytwasser verseilt. 


1) Diese Zeitschr.. Bd. XXXII, S. 151. 
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Die von Baryum befreite Fliissigkeit schied beim Einengen 
weibe, in Wasser schwer lésliche Blittchen ab. Ein aus dieser 
Verbindung durch Kochen mit frisch gefilltem Kupferhydroxyd 
dargestelltes Kupfersalz, das sehr schwer in Wasser ldslich 
war, hatte nach dem Trocknen im Vacuum folgenden Kupfer- 
gohalt: 

0,0982 g Substanz lieferten: 0,0160 ¢ CuO. 
Gefunden: 13,01 °/o Cu. 

Die Spaltung des Gorgonins mit Barytwasser ergab 
zusammengefabt folgendes Resultat: Es  entstehen neben 
Ammoniak Jodgorgosiure in sehr geringer Ausbeute, Tyrosin 
und Glycocoll in grosser Menge. Zu fehlen scheinen Leucin, 
-owie Glutamin- und Asparaginsiiure. Daneben ist das Auf- 
ireten einer chlorhaltigen, krystallisierenden Substanz von 
-aurem Charakter mit ziemlicher Sicherheit anzunehmen. Es 
ist zweifellos, dab auch nicht amidierte Siiuren bei dieser Art 
der Zersetzung gebildet werden. Ihre Aufsuchung ist unter- 
blieben. 

Zum Schlub sei noch erwiihnt, dai die durch Baryt als 
auch durch Schwefelséure gebildeten Zersetzungsfliissigkeiten 
mehrfach auf das Vermoédgen, Fehlingsche Losung zu_ redu- 
zieren, geprift wurden. Das Resultat war stets negativ. Das 
Gorgonin diirfte demnach keine Kohlehydratgruppe im Molekil 
enthalten. 


Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren. 


Dritte Mitteilung., 


Von 
P. A. Levene. 


Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der 
New- Yorker Staatskrankenhiuser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1903.) 


In meiner zweiten Mitteilung tiber die Analyse der Milz- 
nucleinsiiure wurde berichtet, dab bei der Hydrolyse mit 25°/o iger 
Schwetelsiiure Thymin und eine Base, welche die Zusammen- 
setzung von C hatte, vorkommen. 

Unabhiingig von Kossel und Steudel habe auch ich die 
Vermutung ausgesprochen, dai die Substanz dem Cytosin 
von Kossel und Neumann ahnlich war, und sie moglicher- 
weise ein Aminooxypyrimidin darstellte. Nun sind aber mehrere 
Isomere dieses Korpers moglich, und Kossel und Steude! 
geben an, dab das Storeytosin von dem Thymuscytosin im 
Verhalten zum Jodwismuthjodkalium sich unterscheidet. Es 
war deshalb wiinschenswert, die Eigenschaften des Milzcytosins 
niiher zu untersuchen. Da es mir gelang, bei der Verarbeitung 
einer groberen Menge von Milznucleinséure auber dem Thymin 
und Cytosin auch Uracil nachzuweisen, so will ich schon hier 
die Methode, welche ich zur Trennung der drei Pyrimidin- 
derivate anwendete, angeben. 

Die Basen werden mit Silbernitrat und Barytwasser 
niedergeschlagen, das Silber mit Schwefelwasserstoff entfernt, 
und die silberfreie L6sung bei vermindertem Druck eingedamp!! 
und etwa #8 Stunden stehen gelassen. Das Thymin  scheide! 
sich dann quantitativ aus. Aus der Mutterlauge wird der vor 
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handene Baryt quantitativ mit Schwefelsiiure entfernt. Das 
Filtrat vom schwefelsauren Baryt wurde konzentriert und heib 
mit einer gesiittigten Pikrinsiiureldsung versetzt. Es schied 
sich bald ein Niederschlag aus, der aus prismatischen Nadeln 
hestand, er wurde abfiltriert und die Mutterlauge wurde stehen 
velassen. Beim Abkiihlen entstand ein zweiter Niederschlag, 
welcher aus krystallischen kugelfOrmigen Aggregaten bestand. 
Die zwei Pikrate behielten ihr Aussechen auch beim Um- 
krystallisieren aus heibem Wasser und schmolzen mit) Gas- 
entwicklung bei verschiedenen Temperaturen, niimlich das erste 
sinterte bei 250 — 255°C. und schmolz bei 275° C., wiihrend 
das zweite schon bei 250-—255" C. sich zersetzte. 

Die Analyse der Pikrate ergab die folgenden Zahlen: 

Pikrat 1. 01590 ¢g der Substanz gaben 33,5 cem Stickstoff bet p 77,2 
und t9 17,5°C. 

Pikrat H. O,1615 g der Substanz gaben 34,0 cem Stickstoff bei 
» 76,9 und 18,5° C, 
Fiir 


berechnet: cefunden: 
N 24,70 °/o Pikrat I. N 24,52 %/o 


Pikrat Il. N 24,70 

Diese Zahlen und Schmelzpunkte wurden erhalten, ohne 
die Niederschliige umzukrystallisieren. 

Wenn das Pikrat aus dem Cytosinsulfat) erhalten wird, 
krystallisiert es in’ prismatischen Nadeln und sehmilzt bei 
279°C. Man ist deshalb zur Annahme, dali Pikrat ver- 
unreinigt war, berechtigt. 

Die beiden Pikrate wurden in die Sulfate tibergefiihrt 
und krystallisierten dann ganz gleichformig in langen prismatischen 
Nadeln, aus Wasser umkrystallisiert zersetzte sich die Substanz 
bei schnellem Erhitzen bei 290° C. 

Die Analyse der Substanz ergab die folgenden Zahlen: 


0.1255 g Substanz gaben 29,0 cem = Stickstoff bet p 76.9 und 
21°C. 
0.13653 Substanz gaben 0,0945 g BaSO,. 
Fiir 


berechnet : cefunden : 
S97] 9,335 
N 26,33 26,68 
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Die freie Base wurde aus dem Sulfate erhalten, indem 
man es in Wasser aufliste und die Schwefelsiiure quantitativ 
mit Barvtwasser entfernte. Aus heissem Wasser krystallisierte 
die Base in gliinzenden Blittchen. Die Substanz verhielt sich 
zum Jodwismuthjodkalium wie das Thymuscytosin und ergab 
bet der Analyse die folgenden Zahlen: 


0.4995 ¢ Substanz verloren beim Erhitzen im Toluolbad 0.0710 
Fir C,H,N,0, H,O 
berechnet: gefunden: 
HO 13,95 %o 14,21 
O,1080 der Substanz gaben bei p 16,8 und t® 21°C 36,00 
Stickstoff. 
Fiir CJH,N,O 


berechnet: gefunden: 
N 37,95 °/o N 38,36 °/o 


Die Mutterlange vom Cytosin-Pikrat wurde von der 
Pikrinsiiure mit Schwefelsiiure und Ather befreit. Die Schwefel- 
siiure quantitativ mit Barytwasser entfernt und die Losung 
unter vermindertem Druck eingedampft. Es schied sich beim 
Abkiihlen ein Niedersehlag aus, welcher das Aussehen des 
Uracils hatte. Aus 1°/oiger Schwefelsiiure umkrystallisier! 
und tiber Schwefelsiiure getrocknet, zersetzte sich die Substanz 
bei 315°C. (auch das Uracil, welches bei der Pankreasautolyse 
vorkommt, zersetzt sich bet derselben Temperatur). 

Die Analyse ergab die folgenden Zahlen: 

0.1424 ¢ Substanz gaben 0.2235 ¢ CO, und 0,050 ¢ H,O. 

Q,1270 Substanz gaben 27,5 cem Stickstoff bei p 76.9 und 
185°C. 

Fir C,H,N,O, 


berechnet: gefunden: 
C 42,82 45,80 
H 3.59% 3,90 
N 23,05 25,40 


Das Vorkommen von Uracil im Tierkérper schou 
zwar friiher beobachtet: es ist mir niimlich vor zwei Jahren 
gelungen, eine kleine Quantitéit der Substanz bei der Pankreas- 
autolyse nachzuweisen, und jiingst haben Kossel und Steude: 
das Uracil bei der Hydrolyse der Thymusnucleinsiiure und der 
Heringstestikeln gewonnen, und mir ist es wieder gelungen, 
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eine groéfere Quantitiit der Substanz bei der Pankreasselbst- 
verdauung aufzufinden. 

Wie Kossel und Steudel halte auch ich es fiir nicht 
unwahrscheinlich, dai das Uracil nur ein sekundiires Produkt 
sei, und zwar aus dem Grunde, das ich nur etwa 1,5 ¢ Uraeil 
erhalten konnte aus einer Menge Nucleinsiiure, welche eine 
Ausbeute von 8 g Thymin und etwa 22 g Cytosin-Pikrat 


lieferte. Doch kann diese Frage ohne weitere Forschung 
nicht mit Sicherheit beantwortet werden. 


Literatur: 


Kossel und Steudel, Zeitschr, fiir physiol. Chem., Bd. XXXVIL 
Levene, Zeitschr. fiir physiol. Chem., Bd. XXXII und 
Levene, American Journal of Physiology 1903, February. 
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Uber enzymatische Zersetzung der Nucleinsdure. 


Von 
7. Araki. 


Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1903.) 


Man kennt eine Reihe physiologischer und pathologischer 
Bedingungen, die zur AuflOsung der Substanz des Zellkerns 
fiihren. Eine solche Loésung findet in weitestem Umfang bei 
der Resorption tierischer Gewebe statt, auch nucleinreiche 
Zellen oder Zellprodukte wie die miinnlichen Geschlechts- 
produkte kénnen unter normalen Verhiltnissen der AuflOsung 
anheimfallen, wie dies von Barfurth!') an den Testikeln der 
Bachforetle deutlich gezeigt wurde. Die Losung der Kerne ist 
nicht an den Zerfall der ganzen Zelle gebunden, sondern sie 
kann auch innerhalb des unveriindert bleibenden Cytoplasmas 
erfolgen, wie z. Bb. bet den Paramiicien wiihrend oder nach 
der Konjugation ein Verschwinden des Hauptkerns, zum Teil 
auch der Nebenkerne, im Cytoplasma zu beobachten ist. Man 
wird bei der Betrachtung dieser Vorgiinge ohne weiteres zu 
der Auffassung gedriingt, dai hier ein Enzym im Protoplasma 
zur Wirkung kommt, welches die Kernsubstanz iihnlicher 
Weise list, wie die peptischen Enzyme das Eiweib. 

Es sind auch in der Tat Vorgiinge bekannt, welche die 
Existenz eines solchen Enzyms beweisen. Eine dieser 
Richtung besonders wichtige Beobachtung wurde von Schiitzen- 
berger?) gemacht. Im Anschlu6B an iiltere Versuche von 
Béchamp untersuchte dieser Forscher die Produkte, welche 
sich bilden, wenn Hefezellen in Wasser aufgeschwemmt sich 


1) Archiv f. mikr. Anatom., Bd. 27, S. 160. 
2) Giihrungschemie, 1876. Compt. rend. des séances de Académie 


des sciences, Bd. 78 (187-4), 8. 493. 
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selbst iiberlassen werden. Er fand, dali hierbei eine chemische 
Zertrimmerung der Zellsubstanz unter Bildung von Leucin, 
Tyrosin, Guanin, Hypoxanthin und Xanthin stattfindet. Zugleich 
wird die Reaktion der Losung durch Phosphorsiiure stark sauer. 

Béchamp und Schiitzenberger fiihrten diese Versuche 
zum Teil in der Weise aus, dali sie nicht anders als durch 
die Wirkung eines vom Leben der Hefezelle abtrennbaren 
Enzyms erklirt werden konnten. Sie erhielten diese Um- 
setzungen niimlich auch dann, wenn sie die Hefe mit kreosot- 
haltigem Wasser ansetzten, wobei die Hefezellen abgetotet werden. 

Dab bei diesen Vorgiingen eine Zersetzung von Nuclein 
stattgefunden haben mul, wurde zuerst von A. Kossel') da- 
durch erwiesen, dal} er die Nucleinstoffe als Muttersubstanzen 
des aus den Hefezellen gebildeten Guanins, Hypoxanthins und 
Xanthins charakterisierte. Somit war schon durch diese Ver- 
suche festgestellt, dab eine enzymatische Zersetzung des 
Nucleins stattfindet. Bei Versuchen, welche ohne besonderen 
Zusatz eines Abtdtungsmittels angestellt wurden,  bestiitigte 
A. Kossel, dai die Selbstgiirung zu einer tibrigens nicht 
sehr weitgehenden Abspaltung von Phosphorséure den 
Nucleinstoffen fiihrt, wiihrend doch die Abspaltung der Nuclein- 
basen eine sehr betriichtliche sein mub. Nach Victor Leh- 
mann®) findet hierbei auch eine teilweise Oxydation dieser 
Basen statt. 

Salkowski*®) legte besonderen Wert daraut, bei diesen 
Versuchen ein Mittel hinzuzufiigen, welches nicht allein die 
Fiulnis ausschlieit, sondern auch die Hefezelle abtotet, und 
bediente sich hierzu des Chloroforms in dhnlicher Weise, wie 
Schiitzenberger das Kreosot angewandt hatte. Ubrigens 
ist. die Bakterienwirkung auch bei der Selbstgiirung oline 
Zusatz eines Antiseptikums durch die bei saurer Reaktion 
stark fiulnishemmende Nucleinsiiure ausgeschlossen. Sal- 
kowskis4) Versuche fiihrten zu den gleichen Resultaten, wie 


1) Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 294. 

Diese Zeitschrift, Bd. IX, 8. 563. 

3) Zeitschr. f. klinische Medizin, Bd. 17, Suppl. S. 1. 
4) a. a. O. 
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die Schiitzenbergers, niimlich Abspaltung der Nucleinbasen. 
Hahn und Geret!) fiihrten Beobachtungen am Hefeprefsafte 
aus, welche deutlich demonstrierten, dafi das nucleinséure- 
spaltende Enzym auch in gelostem Zustande existiert. 


Ebenso wie Salkowski beobachteten auch diese Forscher, 
dafi die Nucleinbasen bei der Autodigestion nicht allein in 
Losung gehen, sondern dafi sie auch in der Lésung eine lang- 
same Umwandlung erfahren. Sie sind in der Lésung anfangs 
nicht direkt durch ammoniakalische Silberlésung fiillbar, son- 
dern gehen erst allmiihlich aus der léslichen nicht  fillbaren 
(latenten) in die fillbare (manifeste) Form tiber. Mit Recht 
hatte Salkowski aus seinen Versuchen auf eine enzymatische 
Zersetzung der Nucleinsiiure unter Abspaltung der Nuclein- 
basen geschlossen, doch ist die Zersetzung der Nucleinsiiure 
nicht aus der loslichen  «latenten», sondern erst aus der 
«emanifesten» Form der Basen zu schlieben. Denn die latente 
Form kann auch aufgefabt werden als Losung der Nuclein- 
siiure, welche die Basen noch in organisch gebundener Form 
enthiilt. *) 


Zu iihnlichen Resultaten fiihrten auch Versuche iiber die 
-Autodigestion» tierischer Organe, welche von Salkowski,*) 
Schwiening,*) Biondi,®) Kutscher)®, Fr. Miiller’) wu. a. 
angestellt wurden. Auch hier ergaben sich eine Reihe von 


1) Zeitschrift f. Biologie, Bd. 40, S. 117. 

2) Ubrigens kann das «Manifestwerden» der Nucleinbasen auch 
noch in anderer Weise aus einer Zersetzung geléster Nucleinstoffe er- 
kliirt werden. Es ist schon seit lingerer Zeit durch die Untersuchungen 
yon Kossel und Neumann (diese Zeitschrift. Bd. XXIP, S. 81) bekannt, 
daf nicht nur die Nucleinsiiure selbst, sondern auch ihr Zersetzungsprodukt, 
die Thyminsiiure, imstande ist, die Ausféllung nicht gebundener Nuclein- 
basen zu verhiiten. Wird die in Lésung befindliche Nucleinsiure zer- 
stort, so miissen mithin die Basen «manifest» werden. 

3) a. a. O. 

4) Virchows Archiv, Bd. 136, S. 444. 

5) Virchows Archiv, Bd. 1-44, 5. 373. 

6, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 8. 66 u. Bd. XXXIV, S. 116. 

7) Verhandlungen d. naturforschenden Gesellsch. in Basel, Bd. XIU, 
308 (1901). 
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Tatsachen, welche auf die Entstehung eines nucleinsiiure- 
lisenden Fermentes in tierischen Organen hinweisen. 

Ich moéchte hier noch erwiihnen, dab Emmerich und 
Loew!) das Vorkommen von Enzymen in pathogenen Bakterien 
nachgewlesen haben, welche die Nucleoproteide sowohl der 
eigenen als auch anderer Bakterienspezies aufzulésen imstande 
sind. Diese Forscher unterscheiden hiernach «konforme» und 

heteroforme» Nucleasen. 

Von besonderem Interesse fiir unsere Fragen sind die 
Versuche von F. Kutscher an Thymusextrakt.*) Kutscher 
digerierte Thymusextrakt unter Zusatz von Chloroform bei 
38° und erhielt unter anderem eine Substanz, die nach den 
Untersuchungen von A. Kossel und A. Neumann als Zer- 
setzungsprodukt der Nucleinsiiure betrachtet werden mul, niim- 
lich das Thymin. Die Stickstoffbestimmung dieses Priiparats 
fiiirte den Verfasser jedoch zu der Vermutung, dali dem Thymin 
noch ein weiteres Zersetzungsprodukt der Nucleinsiiure, niimlich 
das Uracil, beigemischt sei. Auch diese Versuche weisen 
auf eine tiefgreifende enzymatische Zersetzung der Nuclein- 
siiure hin. 

Indem ich diese Versuche nun im hiesigen physiologischen 
Institut in Angriff genommen habe, glaubte ich zwischen zwel 
verschiedenartigen Vorgiingen scharf unterscheiden zu miissen: 

1. Losung der Nucleinstoffe, 

2. hydrolytische Spaltung der gelésten Nucleinstoffe. 

Die ersten Versuche, welche ich ausfiihrte, sollten tiber- 
haupt die Frage entscheiden, ob in den Geweben ein Enzym 
vorhanden ist, welches imstande ist, die Nucleinstoffe in ahn- 
licher Weise in Lésung tiberzufiihren, wie das Pepsin die 
EiweiBkorper ohne vollige Spaltung in Lésung bringt. Dab 
ein. derartiger Vorgang bei den Nucleinstoffen  tiberhaupt 
stattfindet, wurde schon im Jahre 189% durch die unter 
A. Kossels Leitung angestellten Versuche von Popoff*) er- 


1) Zeitschr. f. Hygiene, Bd. 36, 5. 9. 
2) Diese Zeitschr., Bd. XXXIV, S. 116. 
3) Diese Zeitschr., 1894, Bd. XVII, S. 533. 
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wiesen. Dieser letzte Forscher zeigte, daB das Trypsin die 
Nucleinstoffe der Thymusdriise wohl in Lésung tiberfiihrt, dab 
aber in der Losung keine oder wenigstens keine’ schnelle 
Zersetziung der Nucleinstoffe stattfindet. 

Weitere Versuche wurden sodann im Jahre 1896) von 
Milroy!) in A. Kossels Laboratorium angestellt. Milroy 
zeigte, dab das Nuclein der Thymusdriise, ferner die Kern- 
substanz aus den roten BlutkOrperchen des Vogelbluts sowie 
das nach Hammarstens Vorschrift dargestellte Nucleoproteid 
der Pankreasdriise sowohl durch Pepsin, wie durch Trypsin 
in Losung iibergefiihrt werden. Besonders leicht erfolgt die 
Losung des Pankreas-Nucleoproteids durch Pepsin. In allen 
diesen Fiillen ist in der Verdauungsfltissigkeit eine sehr reich- 
liche Menge organisch gebundener Phosphorsiiure nachzuweisen. 

Zu den iihnlichen Resultaten gelangte einige Jahre spiiter 
(1901) auch Umber?) bei seinen Untersuchungen tiber die 
Losung des Pankreas-Nucleoproteids durch Pepsin und Trypsin. — 


Ich benutzte zu meinen ersten orientierenden Versuchen 
die aus den roten blutkérperchen des Vogelblutes gewonnene 
Kernsubstanz, welche bekanntlich in Wasser unloéslich ist. 


Wirkung einiger Enzyme auf die Kernsubstanz aus den roten Blut- 
korperchen des Vogelbluts. 


Die Kernsubstanz habe ich aus dem Blut von einem 
Hahn dargestellt, indem ich die in bekannter Weise mit Hilfe 
einer verdiinnten Natriumsulfatlésung isolierten Blutkérperchen 
in Wasser unter Zusatz von Ather liste und die ungelist 
bleibende Kernsubstanz mit Wasser bis zur mdglichst  voll- 
stiindigen Entfirbung auswuseh. 

Fiir den Versuch mit Trypsin bediente ich mich eines 
von Kk. Merek bezogenen Priiparates, welches sich bei der 
Fibrinverdauung als sehr wirksam erwiesen hatte. 


1) Diese Zeitschr., Bd. S. 307. 
2) Zeitsehr. f. klinische Medizin, Bd. 43. 
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Zur Darstellung des Thymusextrakts wurden reine Thymus- 
driisen fein zerhackt, griindlich mit Sand verrieben, mit dem 
doppelten Volumen Wasser durchgeriihrt und verschlossen 24 
Stunden bei Zimmertemperatur unter Zusatz von Toluol stehen 
gelassen. Das Extrakt wurde zuniichst ausgeprebt und die 
ausgepreBte rotliche Fliissigkeit dann durch Filtrierpapier ab- 
liltriert. 

Versuch A. 


20 feucht gewogene Wernsubstanz wurde mit 2 
Trypsin und 20 cem 0,5 °oiger Sodalésung unter Zusatz von 
Toluol im Briitofen digeriert, dessen Temperatur meist 37 ° 
betrug. Nach 24stiindiger Digestion war die Kernsubstanz bis 
auf einen kleinen Rest gelost, der zwischen Toluolschicht und 
wiisseriger LOsung schwamm. 


Versuch Bb. 


23 g feuchte Kernsubstanz wurden mit 20 com Thymus- 
extrakt, dessen Phosphorgehalt O,11° 0 betrug, und 10 cem 
0.5 “oiger Sodalésung versetzt und in gleicher Weise behandelt, 
wie bei Versuch A. Nach 6tiigiger Digestion wurde die un- 
geliste Masse abfiltriert und 10 cem des Filtrats zur Phosphor- 
bestimmung verwendet: es wurden gefunden: 0,020 P. 
Somit befanden sich in dem ganzen 31 cem betragenden Filtrat 
0,062 ¢ P, von denen 0,022 g¢ auf den Phosphorgehalt des 
zugefiigten Thymusextrakts zu beziehen sind. Es sind also 
aus der Kernsubstanz bei 6tigiger Digestion mit Thymusextrakt 
0.040 ¢ P abgespalten. 


Versuch (Kontrollversuch). 


28 Kernsubstanz wurden mit 30 cem 0,5 %oiger Soda- 
losung versetzt und bei Gegenwart von Toluol im = Briitofen 
digeriert. Nach 6téigiger Digestion war die Kernsubstanz stark 
wufgequollen, aber es zeigte sich keine sonstige Veriinderung: 
auch lieb sich im Filtrat von der Kernsubstanz keine Spur 
vom Phospher nachweisen. 

Aus den obigen Versuchen geht mit Sicherheit) hervor, 
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dafi die Kernsubstanz aus den roten Blutkérperchen 
des Vogelbluts durch das Trypsin ziemlich schnell 
gelost wird, daf aber auch indem Thymusextrakt ein 
Knzym vorhanden ist, welches den Zellkern langsam 
aufzulosen vermag. 


Enzymatische Loésung der Thymusnucleinsaure. 


Im Jahre 1893. teilte A. Kossel') die prinzipiell wich- 
tige Tatsache mit, dali aus der Thymusdriise zwei Formen 
der Nucleinsiiure erhalten werden kénnen. A. Kossel und 
A. Neumann hatten niimlich bei ihren Untersuchungen tiber die 
Thymusnucleinsiiuren beobachtet, daB die eine dieser Nuclein- 
siiuren schwerer léslich ist und daf ihre Alkalisalze beim 
Erkalten der wiisserigen Loésung eine gelatinierende Masse 
bilden. Einige Jahre spiiter machte A. Neumann?) weitere 
Angaben tiber diese Siiuren, die er als a- und b-Nucleinsiuren 
bezeichnete, und stellte fest, dah die gelatinierende a-Saure 
durch die Einwirkung von Alkalien in der Wiirme in die nicht 
gclatinierende b-Séure tibergeht. 

Wenn die Thymusnucleinsiiure durch Enzym in dhnlicher 
Weise angegriffen wird, wie die Kernsubstanz aus den roten 
BlutkOrperchen, so muf sich dies zuniichst durch die Umwand- 
lung der gelatinierenden in die nicht gelatinierende Form, durch 
eine Verfliissigung der gelatindsen Masse zu erkennen geben. 
Die oben erwiihnten Versuche Popoffs scheinen schon daraut 
hinzudeuten, da’ ein solcher Ubergang aus einer schwer_ lis- 
lichen Form der Thymusnucleinsiiure in eine leichter lésliche 
stattfindet, sie sind jedoch nicht véllig beweisend, auch nicht 
in bezug auf den Ursprung des diese Umwandlung bewirkenden 
Enzyms. Denn nachdem Kutscher die Zersetzungsprodukte 
der Nucletnsiiure in der Losung des autolvsierten Thymusextrakts 
gefunden hat, kOnnte man daran denken, dafi auch die von 
Popotf beobachtete Einwirkung nicht ganz auf das Pankreas- 


1) Archiv f. Physiol. u. Anatomie, physiol. Abt., 1894, S. 195. 
2) Archiv f. Physiol. u. Anatomie, physiol. Abt., 1898, S. 374 und 


Supplbd., S. 452. 
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trypsin, sondern mindestens zum Teil auf das in dem Thymus- 
gewebe gebildete Enzym zu beziehen sei. 

Meine Versuche wurden mit a-Nucleinsiiure aus Thymus- 
gewebe angestellt, welche nach dem Verfahren von Neumann!) 
gewonnen war. In den meisten Fiillen verwendete ich das 
Natriumsalz. 


A. Hinwirkung des Trypsins auf a-Nucleinsaure. 


Die ersten 3 Versuche wurden angestellt mit Riicksicht 
auf die Frage, welches die fiir die Enzymwirkung  giinstigste 
Reaktion ist. 

Probe a. diesen Versuch benutzte ich 2  Kubik- 
zentimeter einer gelatinierten Loésung von a-nucleinsaurem 
Natron, welche eine solche Konsistenz hatte, dali das Reagens- 
glas umgekehrt werden konnte, ohne dali etwas ausflob. Ich 
fiigte 2 cem essigsiiurehaltigen Wassers hinzu, in welchem 
0.2 ¢ Trypsin gelést war. Die Masse wurde im Briitofen unter 
Zusatz von Toluol digeriert und durch Schiitteln gut gemischt. 
Auch nach 96 Stunden war keine Verfliissigung der Gallerte 
zu beobachten. 

Probe 2 com der gleichen Gallerte von a-nucleinsaurem 
Natron wurden mit 0,2 g Trypsin ohne Siiurezusatz am 
gleichen Tage wie Probe a angesetzt, mit Toluol unter zeit- 
weisem Schiitteln im Briitofen digeriert. Nach 48 Stunden 
war die Masse dickfliissig. Nach 72 Stunden vollige Ver- 
liissigung. 

Probe c. Wie in den vorhergehenden Versuchen 2 cem 
Gallerte des nucleinsauren Natrons, 0.2 g Trypsin, jedoch 
diesmal unter Zusatz von 2 cem 0,5° oiger Sodalésung. Der 
Beginn der Verfliissigung war hier nach 48 Stunden zu be- 
obachten. Nach 72 Stunden fast vollsténdige Verfliissigung, 
einen Tag spiiter war alles verfliissigt. 

Diese Versuche wurden nun noch vielfach mit gleichem 
Resultate wiederholt. Ich verzichte auf die Beschreibung der 
einzelnen Versuche und bemerke nur, dal} stets nach 48 Stunden 


1) a. a. O. 
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der Beginn der Einwirkung zu beobachten war, da®B die Ver- 
lliissigung nach +#—6 Tagen vollendet war und dab die Lésung 
alle Reaktionen der b-Nucleinsiiure zeigte: die Loésung war 
fallbar dureh Salzsiiure, gab mit Wittepepton in saurer Losung 
einen weiben Niederschlag und wurde dureh Gerbsiiure bei 
Gegenwart von Natriumacctat gefaillt. 

An diese Versuche kniipft sich die Frage, ob die Wir- 
kung des Trypsins bei der Uberfithrung der a-Nucleinsiiure in 
die b-Form stehen bleibt. Hieriiber kann eine Entscheidune 
In doppelter Weise getroffen werden, entweder durch den 
Nachweis der Abspaltung von Nucleinbasen oder von Phosphor- 
siiure. Zuniichst versuchte ich in den durch das Trypsin 
verfliissigten Massen') den Nachweis des Adenins: Ich 
fillte die Flussigkeit mit verdiinnter Schwefelsiiure, solange 
cin’ Niederschlag entstand, aber unter Vermeidung groben 
Uberschusses, filtrierte, setzte zu dem Filtrat kalt  gesiittigtes 
xurviwasser bis zur schwach alkalischen Reaktion hinzu und 
lies bis zum niichsten Tage stehen. Der Niederschlag wurde 
jetzt abfiltriert, in geringem Uberschub heiber Schwefelsiiure 
gelost und wieder filtriert. Die filtrierte und eingeengte Losung, 
aus der sich kein Guaninsulfat abgeschieden hatte, wurde in 
die ttefache Menge Alkohol hineingegossen und bis zum 
niichsten Tage stehen gelassen. Hierbei entstand ein spiirlicher 
Niederschlag, der keine Ahnlichkeit mit dem  thyminsauren 
Baryt hatte. Ich filtrierte die Losung durch ein Faltenfilter, 
engte sie ein, fiillte zuniichst den Baryt durch Schwefelsiiure, 
liltrierte wieder und versetzte das Fillrat mit einer ammoniaka- 
lischen SilberlOsung, 

Der nach diesem Verfahren erhaltene Niederschlag war 
ganz auberordentlich spirlich und konnte nicht zur Identi- 
lizierung des Adenins dienen. Die Menge der bei 4% tigiger 
Digestion abgespaltenen Nucleinbasen konnte also nur eine 


sehr geringe sein. 

1) Kine Gallerte, welche aus 2 ¢ a-nucleinsaurem Natron und 20 cem 
Wasser bestand, wurde mit 2g Trypsin und 20 cem Wasser durchgemischt 
und bei Gegenwart von Toluol im Briitofen stehen gelassen. Die voll- 
stiindige Vertliissigung erfolgte erst nach 4tiigiger Digestion. 
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Zu dem gleichen Ergebnis fiihrte der folgende Versuch, 
bei welehem die Abspaltung von Phosphorsiture  festgestellt 
werden sollte. 

Eine Gallerte, welche mit 2 ¢ a-nucleinsauren Natrons und 
20 com Wasser bereitet war, wurde mit 2 g Trypsin und 20 cem 
Wasser durchgemischt und unter Zusatz von Toluol im Briit- 
ofen digeriert. Nach 4tigiger Digestion war die gelatinose 
Masse vollstiindig verfliissigt. Zur Ausfiillung der b-Nuclein- 
siure wurde sie jetzt mit dem gleichen Volumen Wasser und 
Natriumacetat versetzt und sodann Gerbsiiure!) linzugetiiet, 
solange noch die Entstehung eines Niederschlags zu beobachten 
war. Die von der voluminédsen Fiéllung abfiltrierte Fliissigkeit, 
welche die aus Nucleinsiure abgespaltene Phosphorsiiure ent- 
halten mubte, wurde eingedampft und zur Phosphorbestimmung 
mit Soda und Salpeter verascht; es wurden gefunden: 0,003 ¢ P. 

Somit war festgestellt, dali auch die Abspaltung von 
Phosphorsiiure nur einen sehr geringen Umfang erreicht haben 
konnte. 

Alle Versuche zeigen iibereinstimmend, die Thymus- 
nucleinsiiure, die Siiure a, durch 4- bis Gliigige Trypsindigestion 
bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion in eine leichter 
losliche Verbindung, niimlich b-Nucleinsiiure tibergefiihrt wird. 

Somit ist der Beweis dafiir erbracht, dal das 
Trypsin spaltend auf die Séure a einwirkt, und dab 
bei dieser Spaltung die Siiure b resp. Nucleothymin- 
siure als Zwischenprodukte auftreten, welche nur 
bei lang dauernder Trypsindigestion in) grésserem 
Mabstabe weiter zerlegt werden. 


B. Versuche mit Thymusextrakt. 
Das zu diesen Versuchen benutzte Thymusextrakt) war 
in der oben beschriebenen Weise gewonnen. 
Versuch [. 
Eine Gallerte, welche aus 0,5 g a-nucleinsauren Natrons 


})} Thymusnucleinsiiuren werden durch Gerbsiiure allein nicht aus- 
refallt, wohl aber bei Gegenwart von Natriumacetat. 
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und 5 ccm Wasser bestand, wurde mit 5 ccm Thymusextrakt 
durchgemischt und unter Zusatz von Toluol und Chloroform 
im Briitofen digeriert; die erste Veriinderung der gut durch- 
geschiittelten Masse war nach 48 Stunden bemerkbar. Nach 
72 Stunden war ein Teil verfliissigt, so daB in der fliissigen 
Masse klumpige Reste des gallertigen Produkts herumschwammen. 
Nach 144 Stunden war die Losung der Klumpen vollendet. 
Der Versuch wurde mit gleichem Erfolg wiederholt. 
Die gleiche Einwirkung des Thymusenzyms zeigt sich 
auch in Bezug auf die noch in der Thymus enthaltene a-Nuclein- 


siiure, 


Versuch II. 


Der folgende Versuch wurde in der Weise angestellt, 
dali frische Thymusdriisen zerhackt und in zwei ungleiche 
Portionen A und Bb geteilt wurden. 

Portion A bestand aus 50 ¢ feuchten Gewebes; sie wurde 
mit dem doppelten Volumen Wasser versetzt und unter Zu- 
satz von Toluol und Chloroform im Briitofen stehen gelassen. 
Nach 6tiigiger Digestion wurde die digerierte Masse in der 
Weise verarbeitet, dai man die gelatinierende Siiure hiitte 
erhalten miuissen. Ich erhielt 0,7 g Natriumsalz, welches aber 
selbst in 5° oiger Losung keine gelatindse Erstarrung zeigte, 
welches aber im iibrigen die Reaktion der Nucleinsiiure darbot, 

Portion B wurde ohne vorherige Digestion auf a-Siiure 
verarbeitet. 32 g dieser Portion lieferten 0,88 g Natriumsalz. 
welches aus a-Nucleinsiiure bestand. 


Versuch III. 


Dieser Versuch wurde in der gleichen Weise angeste!!! 
wie Versuch I. 306 ¢ Thymusgewebe lieferten nach 8 tiigiger 
Digestion 4.02 ¢ b-Nucleinsiiure oder Gemenge von derselber 
und Nucleothyminsiure, wahrend die zweite ohne vorherige 
Autolyse verarbeitete Portion, deren Gewicht 100  betrug, 
2.29 ¢ der a-Siiure ergab. Im ersteren Falle betrug die Aus- 
beute 1.3° 0, im zweiten Falle fast 2,3°/0 des feuchten Gewebes. 

Wir sind hiernach zu der Annahme berechtig! 
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daf der Thymusauszug ein Enzym enthilt, welches die 
Fiihigkeit besitzt, die a-Nucleinsiiure in die b-Siure 
umzuwandeln und bei lange fortgesetzter Digestion 
die letztere weiter zu zerlegen. 


C. Versuche mit dem Erepsin. 


QO. Cohnheim!) hat aus der Schleimhaut des Diinndarms 
yom Hunde und von der Katze ein Enzym dargestellt, welches 
Pepton in abiurete Spaltungsprodukte zu zerlegen  vermag. 
Dieses von O. Cohnheim als Erepsin§ bezeichnete Enzym 
unterscheidet sich hinsiehtheh seiner Wirkung auf die ur- 
spriinglichen Eiweibkérper bekanntlich vom Trypsin. Es_ er- 
schien nun von Interesse, priifen, wie sich das Krepsin 
gegen Thymusnucleinsiiure verhiilt. Durch die Freundlichkeit 
des Herrn Dr. Cohnheim bin ich in den Besitz einer alkalischen 
Losung von Erepsin gelangt, woftir ich thm meinen besten 
Dank ausspreche. 


Versuch I. 


Kine Gallerte, welche aus 0.5 g a-sauren Natrons und 
ccm Wasser bestand, wurde mit 5 ecm ErepsinlOsung dureh- 
gemischt und unter Zusatz von Toluol und Chloroform im 
Briitofen digeriert. Nach 48 Stunden war ein Teil der Gallerte 
verfliissigt, nach 72 Stunden war die Lésung eine vollstiindige. 
Die verfltissigte Masse gab alle Reaktionen von Nucleinsiiure. 


Versuch II, 


Ebenso wie bei dem Thymusgewebe lift sich an der 
Darmschleimhaut der Einflub der darin enthaltenen Enzyme 
auf die Nucleinsiiure des Gewebes selbst nachweisen. Nachdem 
ich mich davon iiberzeugt hatte, da’ die Darmschleimhaut 
cine Nucleinsiiure enthiilt, welche in ihren Eigenschaften grobe 
Abnlichkeit: mit der a-Siiure des Thymusgewebes hat (siehe 
die folgende Abhandlung), verarbeitete ich eine gréssere Portion 
Rindsdarm in folgender Weise: 


J) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 149 u. Bd. S. 126. 
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Der so frisch als moéglich vom Schlachthause geholte 
Diinndarm wurde aufgeschlitzt, griindlich mit Wasser abgespiilt 
und die Schleimhaut mit einem scharfkantigen Glassttick 
abgeschabt. Die abgeschabte Schleimhaut wurde moglichst 
fein zerhackt und in zwei ungleiche Teile 1 und 2 geteilt. 

Probe 1. 29% g zerhackte Darmschleimhaut wurden mit 
dem doppelten Volumen Wasser versetzt und unter Zusatz 
von Toluol und Chloroform im briitofen digeriert. Nach etwa 
¢ tiigiger Digestion wurde die digerierte Masse auf die a-Nuclein- 
siiure verarbeitet. Es wurden gefunden: 0,39 ¢ freie Siiure. 
Diese Siiure verhielt sich wie die Siiure b aus Thymusgewebe. 

Probe 2. Zur Kontrolle wurden 430 g zerhackte Schleim- 
haut ohne vorherige Digestion auf die a-Nucleinsiiure verar- 
beitet. Ich erhielt 2,7 @ freie Siiure, welche in ihren Kigen- 
schaften eine bedeutende Abnlichkeit mit der Siiure a aus 
der Thymus aufwies. 

Aus den Versuchen ergibt sich, dai das Erepsin eine 
nucleinsiiurespaltende Wirkung hat. Es ist’) ferner 
erwiesen, dab bei der Autodigestion der Schleimhaut 
eine Umwandlungder darinenthaltenen a-Nucleinsiaiure 
eintritt, indem aus ihr die leichter losliche b-Siure 
eebildet wird. Bei langdauernder Digestion erleidet 
auch der Gehalt der Darmschleimhaut an Gesamt- 
Nucleinsiéiure eine erhebliche Abnahme. Ob das Enzym, 
welches die Umwandlung der Nucleinsiiure in der Darm- 
schleimhaut des Rindes bewirkt, identisch ist mit dem Erepsin 
und welche Produkte bei der enzymatischen Spaltung der 
Darmnucleinsiiure auftreten, muf darch weitere Untersuchungen 
festgestellt werden. 

Weiterhin stellte ich einige Versuche tiber das Verhalten 
der Thymusnucleinsiiure gegen Leber- und Milzextrakt (beide 
Organe von Rindern) an und kam zum Sechluf, dab ein nuclein- 
spaltendes Enzym auch in diesen beiden Ausziigen vorhanden 
ist. Leider gelang es mir nicht, Klarheit tiber die Natur der 
dabet aufgetretenen Spaltungsprodukte zu gewinnen. 

Die geschilderten Versuche zeigen unzweideutig, dali das 
Trypsin und ebenso gewisse Organextrakte die Lésung der 
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Kernsubstanz und der Thymusnucleinsiiure bewirken, und da 
dabei die letztere eine Spaltung erfiihrt. Es ist von besonderem 
Interesse, dah in der Nucleingruppe dieselbe Erscheinung zu 
Tage tritt wie in der Eiweif- und Kohlehydratgruppe: in den 
Geweben als genuiner Zustand eine unldsliche oder colloidale 
Substanz, welche durch Enzyme in einen leichter loslichen 
Stoff umgewandelt und offenbar auch in kleinere Atomgruppen 
zerlegst wird. Somit kann die a-Siiure den urspriinglichen 
Kiweibkorpern, die b-Siiture den Albumosen analog gesetzt 
werden. 

Man mu aus meinen Versuchen schlieben, dab eine 
Losung der Substanz des Zellkerns nicht immer mit einer 
volligen Zerspaltung Hand in Hand zu gehen braucht. Ebenso 
wie die Kiweibkorper exisieren auch die Nucleinsiiuren in 
einer leichter léslichen und deshalb im Gewebe mobileren 
Form und die Aufl6sung der Kernsubstanz durch Enzym_ be- 
steht in vielen Fiillen nur in Uberfiihrung in diese lisliche 
Form, wobei das komplizierte chemische Gefiige der Nuclein- 
siiure im wesentlichen erhalten bleibt. 

Gegeniiber der Beschriinkung auf bestimmt konstituierte 
Verbindungen, welche die kohlehydrat-spaltenden Enzyme 
zeigen, ist es interessant, dab die eiweibspaltenden Enzyme 
auch Stoffe von so verschiedenartiger Konstitution, wie die 
Nucleinsiiuren, umzuwandeln imstande sind. 

Herrn Professor Kossel fiir die mannigfachen Anregungen 
zu dieser Arbeit und die tiberaus liebenswiirdige Unterstiitzung 
meinen aufrichtigen Dank zu sagen, ist mir eine angenelhme 
Pflicht. 
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Uber die Nucleinsdure aus der Schleimhaut des Diinndarms. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 


T. Araki. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, Marz 1903.) 


Bei Gelegenheit der Versuche, welche ich in der vorher- 
gehenden Arbeit beschrieben habe, zeigte es sich, dafi in der 
Schleimhaut des Diinndarms vom Rinde eine Nucleinsiiure vor- 
handen ist, welche in ihren Eigenschaften mit der Thymus- 
nucleinsiiure nahe iibereinstimmt. Zur Darstellung benuizte 
ich das Verfahren von A, Neumann !) und erhielt ein Produkt, 
welches eine weibe amorphe, in Wasser fast unldsliche Masse 
bildete, die aber Natriumacetat enthaltendem Wasser 
loslich ist. 

Kine 5°/oige Losung, welche durch Zusatz von Natrium- 
acetat hergestelll. war, erstarrte in gleicher Weise wie die 
a-Nucleinsiiure beim Erkalten zu einer Gallerte, welche, wie 
die vorhergehende Abhandlung zeigt, durch Trypsin oder 
Organextrakte verfliissigt wird. 

Siiuert man cine mit Hilfe von Natriumacetat hergestellte 
Losung der Darmnucleinsiiure mit Essigsiure an und fiigt 
dann eine Losung von Wittepepton hinzu, so entsteht ein 
weilber Niederschlag, welcher in verdiinnter Salzsiiure fas! 


unloslich ist. 


Die Darmnucleinsiiure ist durch Essigsiiure nicht fallbar, 


1); Neumann, Arch. f. Physiol. u. Anatom., physiol. Abt. Lsov. 
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wohl aber durch Mineralsiiuren; auch wird sie aus einer 
essigsauren Losung ihres Natriumsalzes durch Gerbsiiure und 
Natriumacetat niedergeschlagen. 

Das von mir dargestellte Priiparat ergab weder Biuret- 
noch Millonsche Reaktion und enthielt 9,6°/o P. 

0,202 g Substanz, mit Salpeter und Soda verbrannt, 
lieferten 0.0303 g Mg,P,0,—9,6°/0 P. 

Die Ausbeute betrug 0,66°/o der frischen Schleimhaut. 

In Anbetracht der grofen Ahnlichkeit dieser Nucleinsiure 
mit der Thymusnucleinsiure schien es interessant, festzustellen, 
ob dieselbe bei ihrer Spaltung, ebenso wie die tibrigen bisher 
bekannten Nucleinsiiuren, einen Kohlehydratkomplex  liefert. 
Bekanntlich mu man nach den von A. Kossel zum ‘Teil in 
Gemeinschaft mit seinen Schiilern ausgeftihrten Untersuchungen 
drei verschiedenartige Kohlehydratkomplexe in den Nuclein- 
siiuren unterscheiden: 

1. Eine Pentose, zuerst von A. Kossel durch die 
siidung von Furfurol und Gewichtsbestimmung des daraus 
sebildeten Furfuramids aus der Hefenucleinsiiure festgestellt,’) 
spiiter in grofer Verbreitung auch bei anderen Nucleinsiiuren 
nachgewlesen : 

2. eine reduzierende Hexose, von A. Kossel zuerst bei 
der Hefenucleinsiiure aufgefunden ; 

5. einen nicht reduzierenden, Liivulinsiiure bildenden Atom- 
komplex, zuerst von A. Kossel und A. Neumann®) bei der 
Thymusnucleinsiiure aufgefunden, spiiter von Noll) in 
A. Kossels Laboratorium auch bei der Nucleinsiiure aus den 
Spermatozoen des Stors nachgewiesen. 

Meine Versuche zeigten nun, dal die Nucleinsiiure der 
Darmschleimhaut, ebenso wie die der Thymusdriise, einen 
I 


\ohlehydratkomplex der dritten Gruppe liefert. 


1) A. Kossel, Arch. f. Anatom. u. Physiol.: physiologische Abt. 
(Vortrag in der Sitzung der physiolog. Gesellschaft in Berlin vom 
14. Oktober 1892.) 


2) |. ¢. 


3) Kossel u. Neumann. Ber. d. deutsch. chemisch. Gesellsch., 
Bd. 32, S, 22290. 


4) Noll, Diese Zeitschr., Bd. XXV, 5. #31, 
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2.8 ¢ Darmnucleinsiiure wurden mit 30 ccm 30 volum- 
prozentiger Schwefelsiiure versetzt und 3 Stunden auf dem 
Wasserbade erhitzt. Ich schiittelte nun die braune Fliissig- 
keit, welche Kupferoxyd in alkalischer Losung nicht reduzierte, 
zu wiederholten Malen mit Ather, destillierte den Ather ab, 
nahm den Riickstand in wenig Wasser auf und stellte folgende 
Proben an: 

1. Die wiisserige Lésung, gab auf Zusatz von Jodjod- 
kaliumlésung und Natronlauge sofort eine gelbliche Triibung. 

2. Die wiisserige LOsung mit frisch bereiteter Nitro- 
prussidnatriumlosung bis zur schwach roten Farbung versetzt, 
wurde auf Zusatz einiger Tropfen Natronlauge rubinrot; diese 
rote Fiirbung ging auf Zusatz von Essigséure in Violett tiber. 

3. Der Hauptteil der wiisserigen LOsung wurde mit 
Ammoniak neutralisiert und mit Silbernitrat ausgefiillt. Das 
ausgeschiedene Silbersalz bildete nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus heifem Wasser mikroskopische sechsseitige Tafeln. 
Die Analyse des Silbersalzes ergab folgende Zahlen: 

0.2092 ¢ Substanz gaben 0,1018 g Ag = 48,66 %o Ag. 


prechnet: 1 on: 
Berechnet: Gefunden 
fiir (C,H,0,)Ag 

45, 35 Ag 48,66 Ag. 


Welche Zusammensetzung die Darmnucleinsiure besitzt, 
welche  Nucleinbasen unter den Spaltungsprodukten der 
genannten Sidure vorhanden sind, ob Pyrimidinkérper, wie 
Thymin und Cytosin, bei der tiefgreifenden Zersetzung der 
Darmnucleinsiure entstehen, dariiber hoffe ich bald eine aus- 
fiihrliche Mitteilung machen zu konnen. 

Die vorliegende Untersuchung wurde physiologischen 
Institut zu Heidelberg ausgeftihrt, Herrn Professor Kossel, 
welcher mir alle Hilfsmittel dieses Instituts in unbeschriinkter 
Weise zur Vertiigung stellte, sage ich hiermit meinen besten 
Dank. 
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Uber Methoden zur Begutachtung des Fleischextraktes. 


I. Mitteilung. 


Von 
Fr. Kutseher und H. Steudel. 


Mitgeteilt von Fr. Kutscher. 
(Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1903, 


Im Laufe ausgedehnter Untersuchungen tiber die Extraktiv- 
stoffe verschiedener Organe waren wir gezwungen, auch die 
Extraktivstoffe der quergestreiften Muskeln in den Kreis unserer 
Arbeit zu ziehen. Durehaus notwendig war es fiir uns, dal 
wir tiber reichliche Mengen Fleischextrakt verfiigen und sicher 
sein konnten, der verwandte Fleischextrakt sei aus tadellosem 
Muskelfleisch dargestellt. Unseren Wiinschen schien Liebigs 
Fleischextrakt, der in beliebiger Menge im Handel zu haben 
ist, vollig zu entsprechen. Der von Liebigs Kompagnie in den 
Handel gebrachte Fleischextrakt steht unter stiindiger Kontrolle 
zweier nambhafter Gelehrter, der Professoren Voit und 
Rubner, die mit ihrem Namen fiir die Giite des vertriebenen 
Fleischextraktes garantieren; und wir konnen wohl als sicher 
annehmen, dai Voit und Rubner den Fleischextrakt von 
Liebigs Kompagnie nach bestimmten Methoden untersuchen, 
die ihrer Meinung nach imstande sind, die Giite des Fleisch- 
extraktes festzustellen. Diese Methoden sind aber nicht 
publiziert. Den giinzlichen Mangel an bekannten Methoden, 
die schnell und leicht gestatten, den Fleisehextrakt des Handels 
zu priifen, empfanden wir sehr st6rend, als wir uns_ selbst 
noch yon der Giite der gekauften Proben tiberzeugen wollten, 
Wir waren daher gezwungen, erst nach Methoden zu suchen, 
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die uns geeignet erschienen, uns die vollige Tadellosigkeit des im 
Handel erhiiltlichen Fleischextraktes versichern. Dabei 
kamen wir aber zu Resultaten, die uns tiberraschten und 
uns zwangen, vor der Hand von der wissenschaftlichen Ver- 
wendung von Liebigs Fleischextrakt Abstand zu nehmen. 

Wir gingen von der theoretischen Uberlegung aus, dal 
der Gehalt cines gegebenen Fleischextraktes an Bernsteinsiiure 
ein Mab fiir die Giite des Ausgangsmaterials, aus dem er ge- 
wonnen war, abgeben mubite. 

Wir stiitzten uns bei den EKrwagungen, die uns zu dem 
ebengenannten Sehluf fiihrten, auf die Arbeiten von E. Sal- 
kowski, Blumenthal und Magnus-Levy. Nach den Arbeiten 
von E. Salkowski') fehlt schnell verarbeiteten Muskel- 
fleisch des eben getéteten Tieres die Bernsteinséiure und bildet 
~ich auch bet der Autodigestion des Fleisches in Chloroform- 
wasser nicht, dagegen erscheint sie sehr schnell bei der 
Fleischfiiulnis. Diese Beobachtung hat Salkowski durch 
seinen Schiiler Blumenthal?) genauer verfolgen lassen. Die 
Versuche Blumenthals bestiitigten die Beobachtung Sal- 
kowskis vollstiindig. Blumenthal*) kam in seiner Arbeit 
schlieblich zu folgendem SchluBsatz: «Die Organe enthalten in 
physiologisch frischem Zustande keine Bernsteinsiiure. Wo sie 
sich in diesen findet, ist sie als postmortales Produkt anzusehen; 
sie ist also kein Stoffwechselprodukt der animalen Zellen, 
sondern der Mikroorganismen». Nach den Anschauungen von 
Salkowski-Blumenthal ist also die Bernsteinsiiure, die sich 
in Organextrakten nachweisen lift, lediglich ein Fiiulnisprodukt. 

Die Ansicht von Salkowski-Blumenthal war bis vor 
kurzem allgemein herrschend. In letazter Zeit glaubt jedoch 
Magnus-Levvy 4) den Beweis erbracht zu haben, auch 
bei Ausschlufi der Bakterien sich in den tierischen Organen unter 
eewissen Bedingungen Bernsteinsiure bilden kann. Magnus- 
Levy hat leider hauptsiichlich mit den Lebern verschiedener 


1) Zeitschrift f. klin. Medizin, Suppl. zum Bd. 17, 8.77 ff., 1890. 
2) Virchows Archiv, Bd. 187, 8. 559, Jahrg. 1894. 

8) |. 568. 

4; Hofmeisters Beitr., Bd. 2, S. 261—206. 
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Tiere gearbeitet. Er entnahm dieselben unter aseptischen 
Kautelen den frisch get6teten Tiere und iiberliel} sie bei 37°C. 
sich selbst. Dabei zerflossen die Leberstiicke sehr schnell, be- 
deckten sich mit Schaum und stieben reichliche Mengen von 
Schwefelwasserstoff aus. In derartig veriinderten Organen, 
die frei von Bakterien gewesen sein sollen, hat Magnus- 
Levy nicht unbetrachtliche Mengen Bernsteinsiiure gefunden. 
Dieselbe soll sich unter dem Einflub gewisser tierischer Enzyme 
gebildet haben.') 

Moégen nun die Anschauungen von Salkowski-Blumen- 
thal unbedingt richtig sein, oder durch die Arbeiten von 
Magnus-Levy eine Einschriinkung erfahren, sicher ist Bern- 
steinsiiure in moglichst frischem, tadellosem Fleisch iiberhaupt 
nicht oder nur in Spuren vorhanden. Unsere Schlubfolgerung, 
nach der das Fehlen von Bernsteinsiiure im Fleischextrakt ein 
tadelloses Ausgangsmaterial anzeigt, das reichliche Vorkommen 
von Bernsteinsiiure dagegen ein Ausgangsmaterial erkennen 
lassen wiirde, das vor der Verarbeitung lingere Zeit gelagert 
und dabei in mehr oder weniger hohem Grade der Fiiulnis 
resp. «Autolyse» (s. die Fubnote) verfallen sei, schien daher 
berechtigt. 

Wir benutzten fiir unsere Untersuchungen bisher lediglich 
lleischextrakt von Liebigs Kompagnie. Die einzelnen Proben 
bezogen wir aus einem angesehenen Marburger Delikatebladen. 
Sie befanden sich alle in den bekannten Originalgefiissen. 
Namentlich war auch das abschliebende Streifband mit dem 
Namenszug von Voit und Rubner stets vollkommen unver- 
selirt. Wir achteten hierauf besonders. Es handelte sich 
also sicher um Proben, wie sie von Liebigs Kompagnie in 
den Handel gebracht waren. Dieselben mufbten neueren 
Datums sein, jedenfalls sind sie erst nach dem Tode Petten- 
kofers dargestellt worden, da friiher Pettenkofer und Voit 
das Streifenband zeichneten. 

Zu unserer Uberraschung fanden wir in allen unter- 


1) Die gesamten Vorgiinge, die in sterilen Organen zur Bildung 
von Bernsteinsiiure fiihren kénnen, faft Magnus-Levy unter der Be- 
zeicnnung «Autolyse der Organe> zusammen. 
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suchten Proben von Liebigs Fleischextrakt Bernsteinséure, zuin 
Teil in sehr betriichtlicher Menge. Unser Befund steht nicht 
vereinzelt da. Die Bernsteinsiiure ist bereits vor uns 6fter im 
Fleischextrakt verschiedener Herkunft beobachtet worden. 
Zuerst wurde sie von Weidel!) in Liebigs Fleischextrakt nach- 
gewiesen, Uber ihre Existenz macht Weidel keine Bemerkung, 
sondern er verzeichnet nur die Tatsache. Spiiter hat sie 
Salkowski?) aus Fleischextrakt isoliert. Er ftihrte ihre 
sildung direkt auf Fiiulnis des Fleisches zuriick. Dann hat 
Siegfried *) allerdings wohl unfreiwilliger Weise die Angaben 
von Weidel und Salkowski beziiglich des Vorkommens von 
Bernsteinsiiure im Fleischextrakt bestiitigen miissen. Siegfried 
isolierte durch seine «Eisenmethode»> aus Kemmerichs 
Fleischextrakt einen héchst merkwiirdigen Koérper, den er als 
Phosphortleischsiure» bezeichnete. Die » Phosphorfleischsiure » 
sollte unter geeigneten Mabnahmen Bernsteinsiiure abspalten. 
Durch einen von uns (Kutscher)#) ist’ bereits an anderer 
Stelle darauf hingewiesen, dah die Bernsteinsiiure, die Sieg- 
fried als «Spaltungsprodukt» der Phosphorfleischsiiure erhalten 
hat, in der Tat nichts anderes gewesen ist, als priiformierte Bern- 
steinsiiure, welche Siegfried durch seine «Eisenmethode» 
ebenfalls fiillen mubte (s. auch Fubnote 5. 107). 

Den gemachten Einwand hat Siegfried nun allerdings 
durch einen seiner Schiiler entkriiften lassen wollen. Herr 
Macleod wies unter seiner Leitung nach,®) in einigen 
untersuchten Proben von Fleischextrakt keine Bernsteinsiiure 
vorhanden war. Die Methode, die Macleod benutzte, war 
iibrigens nicht einwandfrei. Doeh wir wollen voraussetzen. 
Macleod hiitte mit tadellosen Methoden gearbeitet, dann 
wiirden seine Versuche doch nicht beweisen, was Siegfried 
wiinscht. Siegfried ist doch der Meinung, dab die Bern- 

1, Liebigs Annalen., Bd. 158, S. 366. 

2) Zeitschr. f. klin. Medin, Suppl. z. Bd. 17. 

8) Du Bois’ Archiv, Physiol. Abt., 1894, S. 402 u. Diese Zeitschr.. 
Bd. 360. 

4, Diese Zeitschr., Bd. XAXVI, S. 120. 

Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, S. 537. 
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steinsiture, die er im Fleischextrakt gefunden, nur der «Phos- 
phorfleischsiiure» entstammt. Hiitte er dies erweisen wollen, dann 
hiitte er noch zeigen miissen, dal derjenige Fleischextrakt, 
der nach den Angaben seines Schiilers frei von priiformierter 
Bernsteinsiiure war, eine «Phosphortleischsiiure» lieferte, die 
Bernsteinsiiure abspaltete. Das hat er nicht getan. Die Arbeit 
des Herrn Macleod hat also, wir heben dies nochmals hervor, 
bestenfalls gezeigt, daf es Fleichextrakt geben kann, der frei 
von Bernsteinsdure ist, nicht aber, dali es «Phosphortleisch- 
siiure» gibt, die Bernsteinsaure abspaltet. 

In letzter Zeit hat schlieblich Magnus Levy!) nach 
Jernsteinsdure in Liebigs Fleischextrakt gesucht und sie darin 
cefunden. 

Im Gegensatz zu den bisher genannten Forschern hat 
Blumenthal?) in 50 g_ Liebigs Fleischextrakt und 150 g 
Cibils Fleischextrakt vergeblich nach Bernsteinsiiure gesucht. 
Blumenthal hat bei seinen Versuchen sehr brauchbare 
Methoden, die er in Salkowskis Laboratorium ausgearbeitet 
hat, benutzt. Er hiitte mit denselben, wenn merkliche Mengen 
von Bernsteinsiure in dem von untersuchten Fleisch- 
extrakt vorhanden gewesen wiiren, dieselben auch isolieren 
miissen. Seine negativen Resultate sind praktisch deswegen 
von erheblicher Wichtigkeit, weil sie erweisen, dal Liebigs 
Kompagnie in der Tat einen Fleischextrakt erzeugen kann, der 
frei von Bernsteinsiure ist. Wesentlich leichter als die An- 
gaben blumenthals wiegen jene von Macleod. Auch dieser 
will, wie bereits gesagt, Fleischextrakt in Hiinden gehabt haben, 
der keine Bernsteinsiiure enthielt. 

Wir selbst wandten zwei von einander etwas abweichende 
Verfahren an, um die im Fleischextrakt enthaltene Bernstein- 
saure zu isolieren. 


Verfahren 
\0 g Fleischextrakt wurden in ca. 500 ccm Wasser ge- 
lost, ohne Verlust in einen Atherextraktionsapparat, iihnlich 


1) |. 
2) l. ce. S. 5a9. 
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dem, wie er von Huppert!) zur Atherextraktion gréSerer 
Harnmengen angegeben ist, gebracht, dort mit 20 ecm kon- 
zentrierter Schwetelsiure angesiiuert und nunmehr bis zur 
Erschépfung mit Ather extrahiert. Der von Huppert. an- 
gegebene Extraktionsapparat arbeitet automatisch, er bedarf 
kaum einer Wartung und hat sich uns ausgezeichnet bewiihrt. 
Nur ein kleiner Nachteil haftet ihm an, die Extraktion ver- 
liiuft langsam. Wir haben zuweilen 14 Tage tiiglich 4 bis 
6 Stunden extrahieren miissen, um 50 g Fleischextrakt vollig 
zu erschépfen. Aus dem Atherextrakt lieSen wir bei Zimmer- 
temperatur den Ather verdunsten. hinterblieb in allen 
Killen ein schwachbriiunlich gefirbter Sirup von starkem 
aromatischen Geruch, der lebhaft an jenen erinnerte, welcher 
eingedampften Rinderharn auszeichnet. Im Laufe einiger Tage 
bedeckte sich der Sirup mit eier diinnen Krystallhaut, die 
aus Drusen von zarten Bliittechen und Nadeln einer organischen 
in Wasser schwer loslichen Substanz bestand.?) Zur frei- 
willigen Ausscheidung von Bernsteinsaure kam es jedoch nicht.*) 
Wir nahmen daber den Sirup mit wenig Wasser auf, filtrierten 
die schwer léslichen Krystalle ab, machten das Filtrat mit 
Ammoniak schwach alkalisch und fiillten mit neutraler 20 °/oiger 
Silbernitratlbsung. Den reichlichen Niederschlag, den wir 
stets erhielten, saugten wir auf der Filterplatte ab, wuschen 
thn mit Wasser und Alkohol aus und zerlegten ihn im Becher- 
gliischen mit heiber, tiberschiissiger Salzsiure. Vom Chlorsilber 


1) Analyse des Harns, S, 185. 

>) Magnus Levy hat die oben erwiihnte Substanz wahrscheinlich 
bereits in Hiinden gehabt. Bet Verarbeitung von 20—30 kg Liebigs 
Fleischextrakt wiirde man geniigende Mengen erhalten, um sie zu identi- 
fizieren. Sie scheint mit Wasserdiimpfen fliichtig zu sein. Wenigstens 
schien uns ihre Menge abzunehmen, wenn wir den Sirup wiederholt mit 
Wasser aufnahmen und eindampften, dabei verlor sich auch der an 
Rinderharn erinnernde Geruch des Sirups. 

3, In dem Versuch, tiber den Magnus-Levy berichtet, schied 
sich Bernsteinsiiure freiwillig aus dem Atherextrakt ab. Darnach muf 
die verarbeitete Probe auferordentlich reich an Bernsteinsiure gewesen 
sein, da fiir gewOhnlich dureh die Milchsiure betrichtliche Mengen 
Bernsteinsiiure in Losung gehalten werden. 
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wurde abfiltriert. Das Filtrat lie} beim Einengen die Bern- 
steinsiiure etwas gefarbt auskrystallisieren. Wir dampften 
daher die Masse auf dem Wasserbade zur Trockne ein, 
nahmen sie mit Wasser auf, wobei geringe Mengen von 
Schmieren ungelost zuriickblieben, entfiirbten die Losung mit 
wenig Tierkohle. Nach dem Einengen krystallisierte die Bern- 
steinsiiure nunmehr vollig weil aus. Sie wurde abgesaugt, 
mit wenig Alkoholiither gewaschen, getrocknet und gewogen. Ihr 
Schmelzpunkt war stets der richtige. Die Ausbeuten an reiner 
Bernsteinsiure, die wir nach obigem Verfahren erhielten, 
schwankten in den verschiedenen Versuchen zwischen 0,325 
bis 0,882 g Bernsteinsiiure. 


Verfahren Il. 


Man konnte vielleicht einwenden, die von uns isolierte 
Bernsteinsiure sei durch die lange Kinwirkung der starken 
Schwefelsaure aus der «Phosphorfleischsiiure», die ja nach 
Siegfried als Zersetzungsprodukt Bernsteinsiiure liefern soll, 
abgespalten worden. Um dem zu begegnen, sind wir wie 
folgt vorgegangen. Aus den Arbeiten von Mays!) war uns 
bekannt, dah man aus Liebigschem Fleischextrakt die gesamte 
biuretgebende Substanz, also auch die «Phorphortfleischsiiure » , 
durch Ammonsulfat abscheiden kann. Unsere eigenen dies- 
heziiglichen Versuche bestiétigen die Angaben von Mays. Wir 
losten daher 50 ¢g Fleischextrakt in ca. 300 cem Wasser, 
siittigten die Fliissigkeit mit festem Ammonsulfat, filtrierten die 
ausgesalzenen Massen ab,?) wuschen sie mit gesiiltigter Ammon- 


1) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 34, 5S. 268. 

2) Die durch Ammonsulfat ausgesalzenen Massen des Fleischextrakts, 
welche die gesamte «Phosphorfleischsiiure» enthalten muften, habe ich 
Ofter direkt mit tiberschiissigem Barytwasser digeriert, um die «Phosphor- 
‘leischsiiure> in ihre Spaltungsprodukte, «Antipepton», Milchsiiure und 
Bernsteinsiiure, zu zerlegen. Der negative Ausfall aller Versuche machte 
schon die Existenz der «Phosphorfleischsiiure» sehr unwahrscheinlich, 
Ich habe aber schlieflich noch, um die «Phosphorfleischsiure> endgiiltig 
zu erledigen, hiéaufig folgendes einwandfreie Verfahren eingeschlagen. 


Sig 
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sulfatlosung aus und brachten das Filtrat nebst Waschfltissigkeit 
in den Atherextraktionsapparat. Die «Phosphorfleischsiiure » 
war bei dieser Versuchsanordnung ganz auf dem Filter zuriick- 
geblieben. Im iibrigen gingen wir vor wie im Verfahren I. Das 
Filtrat im Extraktionsapparat wurde also mit Schwefelsiiure 
angesiiuert und die Bernsteinsiiure aus ihm, wie im_ vor- 
stehenden geschildert, isoliert. Die Ausbeute an Bernsteinsiiure 
nach Verfahren I] war iihnlich wie nach Verfahren I, stieg 
aber in einem Falle auf 1,103 g Bernsteinsiiure an. Verfahren II 
hat mancherlei Vorteile vor Verfahren I. Namentlich verliiuft 
die Extraktion schneller und wahrscheinlich auch vollstindiger. 
Auberdem wird die Bildung eines Magma, unter der wir zu- 
weilen bei Verfahren I zu leiden hatten, vermieden. Wir 
miissen tibrigens hervorheben, dab bereits Magnus-Levy!) 
das Ammonsulfat angewandt hat, um Substanzen, welche das 
Ausiithern seiner Organextrakte erschwerten, zu beseitigen. 
Wir wollen nunmehr unsere Resultate mit den zur Zeit 
giiltigen Theorien tiber die Bildung der Bernsteinsiéiure etwas 
niher verkntipfen. Wie bereits hervorgehoben, sind Salkowski 


Die durch Ammonsulfat ausgesalzenen Massen habe ich in Wasser gelést. 
Die Lésung habe ich genau nach der «Kisenmethode» Siegfrieds 
handelt und «Carniferrin> daraus dargestellt. Das Carniferrin war vollig 
identisch mit dem «echten Carniferrin Siegfrieds», nur war bei seiner 
Darstellung die Beimengung der im Fleischextrakt priéformiert vorhandenen 
Milchsiiure und Bernsteinsiiure vermieden. Das «Carniferrins habe ich 
weiter genau nach den Angaben von Siegfried mit Barytwasser_ be- 
handelt und aus seinen Spaltungsprodukten Milchsiure und Bernstein- 
siiure darzustellen versucht. Doch alle Mihe war umsonst. Nach diesen 
Untersuchungen ist das «Carniferrin Siegfrieds» nichts weiter als ein 
Gemenge heterogener Substanzen, die Siegfried mit seiner «Eisen- 
methode> niederschliigt. Unter diesen heterogenen Substanzen_findet 
sich auch Bernsteinsiiure und Fleischmilchsiiure. Siegfried aber ist 
einem Irrtum zum Opfer gefallen, als er die aus seinem «Carniferrin» 
isolierte im Fleischextrakt priiformiert vorhandene Bernsteinsiiure und 
Milehsiiure als Spaltungsprodukte eines chemischen Individuums der 
«Phosphorfleischsiiure» beschrieb. Ein derartiges chemisches Individuum 
ist zweifellos wberhaupt nicht im Fleischextrakt vorhanden. 

Kutscher. 
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und Blumenthal auf Grund ausgedehnter Versuche zum Sehluf 
cekommen, dali Bernsteinsiiure, die sich im Fleisch resp. Fleisch- 
extrakt vorfindet, stets der Fleischfiiulnis ihre Entstehung ver- 
dankt. Gestiitzt auf die ArbeitBlumenthals, kénnen wir weiter 
leicht berechnen, welche Mengen von stark faulendem Fleisch 
in den von uns untersuchten Proben mit zur Verwendung ge- 
kommen sein miibten. Nach Blumenthal entstehen unter 
den giinstigsten Bedingungen aus einem Kilo Rindfleisch bei 
i8stiindiger Fiiulnis 1,8 Bernsteinsiiure. Benutzen wir diese 
Zahlen, dann ergibt sich fiir unsere Versuche folgendes: Wir 
haben bei der Verarbeitung von je 50 g Fleischextrakt 0,325 
bis 1,105 g Bernsteinsiiure gefunden. Dieselben wiirden 180 bis 
612 ¢ stark faulendem Fleisch entsprechen. Es miiften also 
bei der Darstellung des von uns untersuchten Fleischextraktes 
auf je 50 g Extrakt 180—612 @ stark faulendes Fleisch ver- 
wandt worden sein. 

Noch ungiinstiger wiirden sich wahrscheinlich die Ver- 
hiltnisse gestalten, wenn wir die Anschauung von Magnus- 
Levy unserer Betrachtung zugrunde legen wiirden: denn bei 
der Autolyse wird schwerlich mehr, eher weniger an Bernstein- 
siiture gebildet, als bei der Féiulnis. Nach der Schilderung von 
Magnus-Levy gehen die Organe bei der Autolyse aber sehr 
schnell in einen Zustand iiber, der sie widerlich und zum 
Genub unfiihig macht. Die Verwertung von Fleisch, das der 
Autolyse unterworfen und dadurch reich an Bernsteinsiiure 
geworden ist, zur Darstellung von Fleischextrakt wiirde sich 
also sicher ebenfalls verbieten. 

Jede der beiden Theorien, die zur Zeit das Vorkommen 
der Bernsteinsiiure im Fleischextrakt erkliren, wiirde uns dem- 
nach zu einem Urteil driangen, das fiir alle von uns unter- 
suchten Proben von Liebigs Fleischextrakt ungiinstig lauten 
miubte. Ein derartiges Urteil, das den Geschiiftsbetrieb von 
Liebigs Kompagnie schwer schiidigen kinnte, abzugeben, liegt 
uns fern, da der ausgezeichnete Ruf dieser Gesellschaft wohl 
hinlingliche Garantie dafiir bietet, daf bei ihr zur Dar- 
stellung des Fleischextraktes nur tadelloses Ausgangsmaterial 
verwandt wird. 
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Wir miissen daher die Frage, woher die von uns im 
Fleischextrakt gefundenen reichlichen Mengen Bernsteinsiiure 
stammen, noch offen lassen. Ebenso miissen wir spéteren 
Untersuchungen die Entscheidung anheim geben, ob sich die 
Bernsteinsiure, dieser so leicht isolierbare und erkennbare 
Korper, eignen wird, den Mafstab fiir die Gitite des zur 
Darstellung von Fleischextrakt verwandten Ausgangsmaterials 
abzugeben. 
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Beitrage zur Kenntnis der EiweifSkorper. 
Mitteilung IL. 


Von 
Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. April 1903.) 


Vor liingerer Zeit sind durch Kossel und mich eine 
Reihe von Eiweiikorpern niiher untersucht und in denselben 
eine Anzahl wichtiger hydrolytischer Spaltungsprodukte quan- 
titativ. bestimmt worden. Wir haben uns damals in der 
Hauptsache darauf beschrinkt, die Menge der Hexonbasen 
sowie des Ammoniaks festzustellen, welche bei der Spaltung 
der untersuchten Eiweibkorper durch Schwefelsiiure sich aus 
diesen bilden. Die Resultate unserer Arbeit haben wir in 
dieser Zeitschrift!) niedergelegt. Die Berufung Kossels nach 
lleidelberg hinderte dann eine gemeinsame Fortsetzung der 
Arbeit. 

Inzwischen ist mir von der Berliner Akademie der 
Wissenschaften eine Geldbeihilfe zuteil geworden, die 
Mengen der Glutaminsiiure, die sich aus verschiedenen Eiweil- 
korpern durch Hydrolyse abspalten lift, und die Ursachen fest- 
zulegen, warum die verschiedenen Spaltungsmittel die Aus- 
heute der Glutaminsiiure wesentlich beeinflussen.*} 

Da ein Teil jener Eiweibkorper, die frither von Kossel 
uid mir auf ihren Gehalt’ an Hexonbasen untersucht waren, 
sich nach den Arbeiten von Ritthausen wegen ihres hohen 


Diese Zeitsehr., Bd. XXNXI, S. 165, 
“) Siehe hierzu meine Erérterungen in dieser Zeitschr., Bd. NNVIL, 
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Gehaltes an Glutaminsiiure zu derartigen Untersuchungen aus- 
gezeichnet eignen, so habe ich sie auch benuzt, um zuniichst 
zu bestimmen, wieviel Glutaminsiiure sich aus ihnen gewinnen 
laibt, wenn als Spaltungsmittel Schwefelsiiure angewandt wird. 
Der Gang der Untersuchung ergab, dai ich vor der Gewinnung 
der Glutaminsiiure zuniichst das Tyrosin moglichst vollkommen 
abscheiden mufte. leh habe daher auch dieses Spaltungsprodukt 
quantitativ bestimmt. In den Kreis meiner Untersuchung habe 
ich die gesamten Kleberproteinstoffe des Weizenmehls, also das 
Glutencasein, das Glutenfibrin, das Gliadin und Mucedin, 
weiter das Zein und von den tierischen Eiweibstoffen das 
Thymushiston gezogen. 

Bei meinen Untersuchungen ging ich von den Mautter- 
laugen, die mir von der mit Kossel ausgefiihrten Arbeit 
hinterblieben waren, aus. Ich will zuniichst kurz schildern, 
wie dieselben entstanden waren, 

Die Eiweibkorper, ca. 50 g, waren mit verdiinnter 
Schwetelsiiure, deren Konzentration so gewiihlt war, dab 
auf Gewichtsteil Eiweifi 3  Gewichtsteile konzentrierte 
Schwefelsiiure und 6 Gewichtsteile Wasser kamen, wiihrend 
8-12 Stunden gekocht. Die Zersetzungsfltissigkeit wurde 
darauf mit Barythydrat anniihernd von Schwefelsiure befreit, 
das Ammoniak aus ihr durch Destillation mit Magnesia aus- 
getrieben, die geléste Magnesia durch Barythydrat abge- 
schieden. Die von Ammoniak und Magnesia befreite Fliissig- 
keit wurde mit Silbersulfat und Barythydrat zur Abscheidung 
von Histidin und Arginin versetzt. Nach Entfernung der Silber- 
verbindungen dieser beiden Basen wurde die Fliissigkeit durch 
Schwefelwasserstoff und Schwefelsiure tiberschiissigen 
Baryvt und Silber befreit und nunmehr das Lysin bei schwefel- 
saurer Reaktion der Fliissigkeit durch Phosphorwolframséiure 
ausgefiillt. Der nach Abscheidung des Ammoniaks und der 
Hexonbasen verbleibende Rest enthielt also dem Gange unseres 
Verfahrens nach von zugefiigten Chemikalien nur Schwefelsiure 
und tiberschtissige Phosphorwolframsiiure, beides Substanzen, 
die sich durch Baryt leicht vollkommen  entfernen lassen. 
Zugefiigt hatte ich diesen schlieblich restierenden Flussigkeiten 
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noch die Mutterlaugen des aus der Phosphorwolframfiallung 
gewonnenen Lysins, nachdem aus ihnen nach dem Ansiiuren 
mit Schwefelséure die Pikrinsaure durch Ather weggenommen war. 


Gewinnung des Tyrosins. 

Um zuniichst das Tyrosin moglichst vollkommen zu_ ge- 
winnen, entfernte ich aus den von Ammoniak ete. befreiten 
Zersetzungsfliissigkeiten, die, wie oben geschildert, entstanden 
waren, durch tiberschiissiges Barythydrat die Schwefelsiiure 
und Phosphorwolframsiiure. Der Niederschlag wurde = sorg- 
filtig mit heibem Wasser gewaschen, in sein Filtrat zur Ab- 
scheidung des Baryts Kohlensdure eingeleitet. Am besten bringt 
man nun die gesamte Fliissigkeit, ohne vom ausgefallenen 
Baryumearbonat abzufiltrieren, in grofie Abdampfschalen, er- 
hitzt zum Sieden, engt etwas ein und filtriert erst jetzt stedend 
heib. Dadurch wird eine nachtriigliche Abscheidung kohlen- 
sauren Baryts entweder ganz verhtitet oder doch wenigstens 
sehr beschriinkt. Man konzentriert darauf das Filtrat stark, 
doch nur soweit, dab es noch leicht fliissig bleibt, dann labt 
man es 48 Stunden oder liinger an kaltem Orte stehen. Aus 
der gegen Lackmus schwach basisch reagierenden Fliissigkeit 
scheidet sich dabei meinen Erfahrungen nach das Tyrosin bis 
auf Spuren neben wenig Leucin ab. Die ausgeschiedenen 
Krystallmassen saugte ich auf kleiner Filterplatte ab, wusch 
sie mit eiskaltem Wasser, bis sich merkliche Mengen nicht 
mehr lésten. Darauf wurde zur Entfernung des dem Tyrosin 
beigemengten kohlensauren Baryts mit wenig verdiinnter Essig- 
siiure nachgewaschen, Die Essigsiiure wurde schlieblich durch 
Alkohol verdriingt. In allen Fiillen habe ich auf diese Weise 
ein reines Tyrosin gewonnen, namentlich war demselben nie- 
mals, wie ich eigentlich nach den Arbeiten Morners ver- 
mutete, Cystin beigemengt. Das Tyrosin wurde schlieblich, 
nachdem durch die Bleiprobe die Abwesenheit des Cystins 
festgestellt war, durch eine Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
identifiziert. Auf diese Weise gewann ich aus den ver- 
schiedenen Eiweibkérpern gewichtsprozentisch folgende Mengen 
analysenreines Tvrosin: 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXVIIL. 5 
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Tabelle I. 


100 Teile Substanz geben Tyrosin 
Glutencasein 2,40 
Glutenfibrin | 4.43 Jo 
Gliadin | 2.09 
Mucedin 2,33 
Zein | 10,06 ° 
Thymushiston 6,31 


Gewinnung der Glutaminsaure und der Asparaginsaure. 


Um die Glutaminséure und Asparaginsiiure isolieren, 
verschlossen sich mir die bisher am meisten benutzten Ver- 
fahren von selbst. Dieselben beruhen bekanntlich auf der von 
Hlasiwetz und Habermann!) entdeckten Unldslichkeit der 
salzsauren Glutaminsiiure in konzentrierter Salzsiiure. Warum 
ich auf die mir verbliebenen Mutterlaugen, in denen ich ja die 
hei Spaltung durch Schwefelséure entstandene Glutamin- 
siiure bestimmen wollte, keine Salzséiure einwirken lassen 
mochte, leuchtet von selbst ein. AuBerdem ist die Salzsiiure 
ein Keagens, dessen Entfernung immer mit Schwierigkeiten 
und Kosten verkniipft ist. Ich habe daher nach schwer |0s- 
lichen Metallverbindungen dieser beiden Amidosiiuren gesucht, 
die eine leichte Trennung derselben gestatten. Schlieblich 
erwiesen sich mir ihre Silber- und Zinkverbindungen am 


gecignetsten. Von diesen sind die Silberverbindungen — es 
kommen nur in Betracht die mit 2 Atomen Silber — lange 


namentlich durch die Arbeiten von Habermann?) bekannt 
und auch zur [solierung der beiden Siiuren benutzt worden. 
Ich erinnere hier an die bekannte Arbeit von Hlasiwetz und 
Habermann,*) weiter hat Siegfried*) das asparaginsaure 


1) Liebigs Annalen, Bd. 169. 

2) Liebigs Annalen, Bd. 179. 

3) 

4) Berichte d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 24. S$. 421 und Diese 
Zeitschr., Bd. XXXV, S. 184. 
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Silber zur Isolierung der Asparaginsiiure angewandt. Mir 
selbst haben die Silberverbindungen der Asparaginsiiure sowie 
Glutaminsaure bei der Untersuchung tryptischer Verdauungs- 
fliissigkeiten treffliche Dienste geleistet. 

Die Silberverbindungen der beiden Siiuren haben vor 
ihren tibrigen schwer loslichen Metallverbindungen, namentlich 
den Kupfersalzen, den Vorzug, nicht durch die Gegenwart 
anderer Substanzen an der Abscheidung gehindert zu werden. 
Auberdem sind die Silberverbindungen nur wenig léslich in 
Wasser. Es wurde die Loslichkeit des asparaginsauren Silbers 
yon mir in der Weise niiher bestimmt, dafi ich tiberschiissiges 
asparaginsaures Silber einige Tage in Wasser aufgeschwemmt 
erhielt. Darnach wurde vom ungeldsten abfiltriert. 30 
des Filtrates gaben auf Zusatz von Salzsiiure 0,0132 g AgCl. 
Demnach sind in 100 cem Wasser ca. 0,05 g C,H, Ag NO, loslich. 
Die Léslichkeit des glutaminsauren Silbers ist, wie ich niher 
erOrtern werde, nicht gréfer. Schwierig ist nur, die wenig 
loslichen Silberverbindungen in der Tat zu erzeugen. Hlasiwetz 
und Habermann!) siittigten die Fliissigkeiten, aus denen sie 
die beiden Siiuren abscheiden wollten, vorher mit Kupferoxyd, 
worauf nach Zugabe von Silbernitrat die beiden Siiuren an 
Silber gebunden ausfielen. Siegfried?) fillte die Asparagin- 
siiure, indem er den geeignet behandelten Zersetzungsfliissig- 
keiten nach Zugabe von Silbernitrat vorsichtig Ammoniak zu- 
fiigte. Ich selbst konnte die Silberverbindungen der Asparagin- 
siiure und Glutaminsiiure erzeugen, wenn ich den Fliissigkeiten, 
die sie enthielten, Silbernitrat und danach vorsichtig Baryt- 
wasser zugab. Benutzte ich Barytwasser zu ihrer Ausfallung, 
dann liefi sich ammoniakalische Silberl6sung als Indikator ver- 
wenden, um festzustellen, ob die Ausfiillung vollendet ist oder 
nicht. Man stellt die Probe am besten an, indem man einen 
Tropfen der auszutiillenden Fliissigkeit auf einer Glasplatte 
mit einem Tropfen ammoniakalischer SilberlOsung zusammen- 
bringt. Tritt an der Beriihrungsstelle der beiden Tropfen cine 
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Triibung ein, so ist dies ein Zeichen, daf die Ausfillung noch 
nicht beendet ist.!) Das von mir benutzte Verfahren bietet 
vor den beiden andern Vorteile, die klar in die Augen springen 
und keiner Erorterung bedirfen. 

Das Verhalten der Silberverbindungen der beiden Amido- 
siituren gegen Ammoniak und Barytwasser ist von mir naher 
untersucht worden. Es zeigte sich dabei, dab sie gegen 
Ammoniak reagieren, wie eine ganze Reihe bekannter Spaltungs- 
produkte des EiweiBes und der Nucleinsiiure.  Setzt man 
niimlich den Losungen der Asparaginsiiure und Glutaminsiiure 
Silbernitrat und darauf vorsichtig Ammoniak zu, dann scheiden 
sich die Silberverbindungen zuniichst flockig amorph ab. Im 
Laufe einiger Stunden werden sie kérnig krystallinisch. Thre 
Abscheidung kann anniihernd quantitativ sein. Durch einen 
Uberschuls von Ammoniak dagegen werden sie zersetzt und 
leicht. gelost. Sie verhalten sich also gegen Ammoniak genau 
wie das Histidin-, das Thymin-, das Uracil- und das Cytosinsilber. 

Fiigt man zu Losungen der beiden Amidosiauren oder 
der anderen vorher genannten Korper Silbernitrat, so lassen 
sich die Silberverbindungen auch durch Zugabe von Baryt- 
wasser erzeugen. Gegen einen Uberschub des genannten 
Reagens verhalten sich die verschiedenen Silberverbindungen 
aber wesentlich anders; denn die Silberverbindungen des 
Histidins, Thymins, Uracils und Cytosins sind bestandig gegen 
einen Uberschuf von Barytwasser, wihrend die Silber- 
verbindungen der Amidosiiuren dadureh vollkommen unter 
Abscheidung von Silberoxyd zerlegt werden. Dieses differente 
Verhalten der aufgeziihlten Silberverbindungen macht es mog- 
lich, sie durch Ammoniak resp. Barytwasser voneinander 
zu trennen. 

Kine weitere geeignete Verbindung, die infolge ihrer 
geringen Loslichkeit die Isolierung der Glutaminsiure und eine 


1) Die ammoniakalische Silberlésung stelle ich jJedesmal frisch dar, 
indem ich einige Kubikcentimeter 10° Silbernitratlésung vorsichtig 
mit 10° oigem Ammoniak versetze, bis sich das ausgeschiedene Silber- 
oxvd gerade gelést hat, darauf fiige ich noch einen Tropfen wthber- 
schussiges Ammomiak zu. 
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leichte Trennung der Glutaminsiiure von der Asparaginsiiure 
ermoglichte, lernte ich im glutaminsauren Zink kennen. Merk- 
wirdigerweise ist meines Wissens weder das glutaminsaure 
noch das asparaginsaure Zink bisher dargestellt worden. Man 
gewinnt das glutaminsaure Zink, indem man freie Glutamin- 
siiure mit Zinkoxyd im Uberschu’ kocht, siedend heif filtriert 
und einengt. Dabei scheidet sich das sehr schwer ldsliche 
glutaminsaure Zink schon aus der heiben  Fliissigkeit in 
gliinzenden, zu Drusen vereinigten Siiulen oder feinen Nadeln 
ab. Auch wenn man die Alkalisalze der Glutaminsiiure mit 
einer konzentrierten LoOsung von Zinkacetat versetzt, scheidet 
sich das schwer lodsliche glutaminsaure Zink ab. Doch er- 
folgt die Ausscheidung langsam, hiufig schneller, wenn man 
das Gemisch erhitzt. Die Analyse des lufttrockenen glutamin- 
sauren Zinks ergab folgende Zahlen: 

0,148 g Substanz gaben 0,049 g Zinkoxyd. 

C,H,ZnNO, +2 H,O 

berechnet: Zn=26,42°/o gefunden: Zn—26,60" o. 

Das Krystallwasser entweicht schnell und vollkommen 
bei 150° C. Die wasserfreien Krystalle sind undurchsichtig 
und haben ihren Glanz verloren. 

0,166 g lufttrockener Krystalle verloren bei 150° C. 0,024 g. 

Fiir C,H,ZnNO,-+-2H,O 
Krystallwasser ber.: 14,63 °/o gef.: 14,46" 0. 

Die Loslichkeit des glutaminsauren Zinks ist sehr gering. 
Es wurde iiberschiissiges glutaminsaures Zink lingere Zeit mit 
Wasser gekocht. Nach 48 Stunden wurde vom Riickstande 
abfiltriert. 50 cem des Filtrates wurden nach Kjeldahl ver- 
ascht. Sie siittigten 1,8 cem '10 Normal-Oxalsiure. Derselbe 
Versuch wurde wiederholt. 100 cem des Filtrates. siittigten 
2.6 ccm 110 Normal-Oxalsiiure. In 100 com Wasser lésen sich 
demnach nur 0,064 g glutaminsaures Zink. Auch in heifem 
Wasser ist das glutaminsaure Zink nur schwer ldslich. Von 
kalter, verdtinnter Essigsiiure wird das einmal abgeschiedene 
glutaminsaure Zink ebenfalls nur wenig gelOst. Leicht léslich 
ist es dagegen in siedender verdiinnter Essigsiure. Durch an- 
organische Siiuren wird es zersetzt und leicht gelost. 
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Um etwas itiber die Léslichkeit des glutaminsauren 
Silbers zu erfahren, wurde eine gesittigte Lésung von gluta- 
minsaurem Zink mit konzentrierter neutraler SilbernitratlOsung 
versetzt. Nach einiger Zeit schieden sich aus dem Ge- 
misch geringe Mengen glutaminsaures Silber ab. Danach ist 
das glutaminsaure Silber sicher nicht léslicher als das gluta- 
minsaure Zink. 

Das asparaginsaure Zink wurde von mir in der gleichen 
Weise dargestellt wie das glutaminsaure Zink, d. h. Asparagin- 
siiure wurde mit tiberschiissigem Zinkoxyd gekocht, vom tiber- 
schiissigen Zink wurde abfiltriert, das Filtrat eingeengt. Eine 
schwer lOsliche Verbindung schied sich dabei nicht ab, sondern 
ich erhielt schlieblich einen Sirup, der auch bei langem 
Stehen keine Spur von Krystallisation erkennen lieb, vielmehr 
allmiihlich zu einem gliinzenden, farblosen Lack eintrocknete. 
Ich habe den Versuch héaufig stets mit dem gleichen Erfolg 
wiederholt. Niemals gelang es mir, das asparaginsaure Zink 
krystallinisch zu erhalten. In kaltem und heifem Wasser ist 
es leicht lOslich, analysiert habe ich es nicht. 

Die grofe Dillerenz in der Léslichkeit des asparagin- 
sauren und glutaminsauren Zinks macht diese Verbindungen 
in ausgezeichneter Weise geeignet, um ein Gemenge der beiden 
Siiuren zu trennen. Man hat nur nodtig, ihre LOsung mit 
Zink abzusiittigen, dabei scheidet sich meist schon in der 
Hitze das glutaminsaure Zink fast vollkommen ab. Das Filtrat 
vom glutaminsauren Zink enthilt nur mehr Spuren von 
Glutaminsiiure. Will man auch diese entfernen, so geniigt es 
meist, das Filtrat durch Schwefelwasserstoff vom Zink zu 
befreien, einzuengen und die Asparaginsiiure aus wenig Mutter- 
lauge krystallisieren zu lassen. Oder man kann das Filtrat 
in der oben angegebenen Weise von Zink befreien, den 
Schwefelwasserstoff verjagen und es mit Kupfercarbonat 
kochen. Nach dem Erkalten fiillt das charakteristische as- 
paraginsaure Kupfer aus. Diese Methode ist zweifellos den 
von Ritthausen fiir die Trennung der beiden Amidosiiuren 
angegebenen tiberlegen. Nach den Verfahren von Ritthausen 
wird bekanntlich schlieblich das Gemenge der beiden Séuren 
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mit Kupfer gesiittigt. Nach dem Erkalten soll sich dann zu- 
nichst das asparaginsaure Kupfer abscheiden. Filtrat 
davon liefert nach der Entkupferung die Glutaminsiiure. Sobald 
jedoch die Glutaminsiiure etwas vorherrscht, versagt diese 
Methode. 

Da fiir mich von Wichtigkeit war, zu erfahren, ob sich 
aus dem asparaginsauren Zink die Asparaginsiiure durch 
Silbernitrat als schwer lésliche Silberverbindung abscheiden 
lieb, habe ich noch folgenden Versuch gemacht: 0,2025 g As- 
paraginsiiure wurden in 25 ccm siedendem Wasser gelost, in 
die siedende Fliissigkeit Zinkoxyd im Uberschul eingetragen. 
Nach 24 Stunden wurde vom Zinkoxyd abfiltriert, das Filtrat 
wurde mit 10°/oiger SilbernitratlOsung gefiillt. Der reichlich 
entstehende Niederschlag war zuerst flockig, im Laufe von 
6 Stunden wurde er kérnig krystallinisch. Das Volumen der 
Fliissigkeit, in der sich der Niederschlag gebildet hatte, war 
allmihlich auf 67 ccm angewachsen. Das Waschwasser des 
Silberniederschlages betrug 13 cem. Der Silberniederschlag 
wurde nach Kjeldahl verascht. Er siittigte 15 cem 410 Normal- 
Oxalsiiure. Es waren also in demselben 0.1995 g Asparagin- 
siiure, gleich 98,53°/o der angewandten Menge, enthalten. Dem- 
nach libt sich aus dem leicht loslichen, asparaginsauren Zink 
die Asparaginsiiure durch neutrales Silbernitrat recht voll- 
stindig abscheiden. 

Nachdem ich die geschilderten Erfahrungen gesammelt 
hatte, gestaltete sich das Verfahren, das ich zur Isolierung 
der Glutaminsiiure und Asparaginsiiure aus den Zersetzungs- 
liissigkeiten der Eiweiikorper anwandte, wie folgt. 

Das Filtrat vom Tyrosin (s. 8S. 113), dem auch die ge- 
samten Waschwiisser bis auf die Essigsiiure zugefiigt waren, 
wurde von neuem bis zur diinnfliissigen Konsistenz eingeengt 
und einige Zeit zur Krystallisation beiseite gestellt. Es 
schied sich nunmehr ein grober Teil des Leucins in weiben, 
festen Massen ab. Dasselbe wurde scharf abgesaugt und 
mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen. Man mul, bevor 
man Zink zur Abscheidung der Glutaminsiiure in die Fliissig- 
keit bringt, in dieser Weise vorgehen, da anders sich Leucin- 
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zink,') das auch nicht ganz leicht loslich ist, dem glutaminsauren 
Zink beimengen kann. Das Filtrat vom Leucin wurde anniihernd 
vom Baryt durch Schwefelsiiure befreit. Ein Uberschuf von 
Schwefelsiiure ist dabei sorgfiiltig zu vermeiden, eher darf ein 
kleiner Rest von Baryt in der Fliissigkeit bleiben. In allen 
Fiillen reagierten die verschiedenen Zersetzungsfliissigkeiten 
nunmehr stark sauer, Auch die Zersetzungsfliissigkeit, die vom 
basenreichen Histon stammte, rétete nach Ausfiillung des 
Baryts blaues Lackmuspapier. Es mubten also jedenfalls nach 
der Entfernung des Ammoniaks und der Hexonbasen in allen 
Fliissigkeiten Korper mit saurem Charakter iiberwiegen. Vom 
schwefelsauren Baryt wurde abfiltriert, das Filtrat auf ca. 250 ecm 
gebracht, zum Sieden erhitzt nnd in die siedende Fliissigkeit 
Zinkoxyd im Uberschuf eingetragen. Die Fliissigkeit hat, wenn 
sie mit Zinkoxvd gesiittigt ist, amphotere Reaktion angenommen. 
Aus den an Glutaminséure reichen Kleberproteinstoffen schied 
sich das glutaminsaure Zink bereits wiihrend des Siedens in 
grofien Massen ab. Ich lief erkalten und saugte nach 24 bis 
48 Stunden .vom= glutaminsauren Zink resp. tiberschitissigen 
Zinkoxyd ab. Den Niederschlag will ich als Niederschlag A be- 
zeichnen. Er wurde auf dem Filter ausgewaschen. 


1) Das Leucinzink ist bisher nicht dargestellt worden. Man kann es 
sehr leicht gewinnen, wenn man eine Lésung von Leucin mit Zink- 
acetatlbsung mengt und vorsichtig Barytwasser zusetzt. Es scheidet sich 
dann in Hiiuten und Knollen, die sich mit Wasser schwer benetzen, ab. 
Mit Hilfe von Barytwasser lassen sich die meisten schwer léslichen 
Metallverbindungen der Amiudosiiuren, die anders nur schwer zu ge- 
winnen sind, in dhnlicher Weise mit gréfter Leichtigkeit darstellen. So 
erhiilt man z. B. das Leucinkupfer sofort, wenn man_ konzentrierte 
Losungen von Leucin und Kupferchlorid vorsichtig mit Barytwasser ver- 
setzt. Ich kam auf diese sehr brauchbare Methode, als ich die Silber- 
verbindungen der Amidosiiuren der Reihe darstellen wollte. 
die sich anders nur mit gréfter Schwierigkeit gewinnen lassen (s. Berichte 
der Berliner Akademie der Wissenschaften 26, 1902). Sie laft sich tibrigens 
auch verwerten, um die schwer léslichen Metallverbindungen anderer 
physiologisch wichtiger Korper zu erzeugen. So kann man das schwer 
losliche Taurinquecksilber sofort gewinnen, wenn man eine Lésung von 
Taurin und Quecksilberchlorid vorsichtig mit Barytwasser versetzt. In 
Ubersehu® von Barytwasser ist nebenbei bemerkt das Taurinquecksilber 
leicht l6shich. 
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Filtrat I. 


Das Gesamtfiltrat von Niederschlag A, das ich als 
Filtrat I bezeichnen will, wurde wieder auf ca. 250 ccm 


gebracht und mit neutraler 20°/oiger Silbernitratlésung getiillt, 
his eine Probe, mit einigen Kubikzentimetern 10°/oiger Silber- 


nitratlbsung versetzt, keine bleibende Fiillung mehr gab. Die 
erhaltene Fiillung will ich Niederschlag B nennen. 


Niederschlag b. 


Die ausgeschiedenen Silberverbindungen wurden scharf 
abgesaugt und mit wenig kaltem Wasser gewaschen. — Thr 
Filtrat will ich Filtrat If nennen. Darauf wurden sie in Wasser 
aufgeschwemmt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Vom aus- 
geschiedenen Schwefelsilber wurde abgesaugt, das Schwefel- 
silber sorgfaltig gewaschen und das Filtrat auf dem Wasser- 
hade zum Sirup eingedunstet. Derselbe krystallisierte meist 
binnen kurzer Zeit, bestand aber aus einem Gemenge_ ver- 
schiedener Siiuren. Um ihn autzuteilen, wurde er von neuem 
mit Wasser aufgenommen, die wiisserige LOsung zum Sieden 
erhitzt und mit Zinkoxyd tibersittigt. Dabei schieden sich die- 
jenigen Teile der Glutaminsiiure, die der ersten Fiillung mit 
Zink entgangen waren, als glutaminsaures Zink ab. Diesen 
Niederschlag will ich als Niederschlag a bezeichnen. Nieder- 
schlag a wurde abgesaugt, sein Filtrat will ich Filtrat II 
nennen. 


Niederschlag A+-a. 


Niederschlag A und a wurden vereinigt, danach das Ganze 
in siedender verdiinnter Essigsiiure gelOst. In die heibe 
Fliissigkeit wurde Schwefelwasserstoff eingeleitet, bis alles 
Zink als Schwefelzink abgeschieden war. Von demselben 
wurde abfiltriert, das Filtrat auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Aus demselben krystallisierte die Glutaminsiiure vollig rein aus. 
Die abgeschiedene Glutaminsiiure wurde getrocknet und ge- 
wogen 
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Filtrat III. 


Zuniichst weiter verarbeitet wurde Filtrat III. Dasselbe 
hiitte die Asparaginsiiure enthalten miissen. Aus ihm wurde 
durch Schwefelwasserstoff das Zink entfernt, der Schwefel- 
wasserstoff verjagt und die klar filtrierte Fliissigkeit mit Kupfer- 
‘arbonat gekocht. Vom tiberschiissigen Kupfercarbonat wurde 
abfiltriert. Das Filtrat sollte theoretisch das schwer ldsliche 
asparaginsaure Kupfer absetzen, es trocknete aber in allen 
Fillen zum Lack ein, ohne nur eine Spur von Krystallisation 
zu zeigen. Es gelang mir auch auf keine andere Weise, aus 
Filtrat II] Asparaginsiiure zu gewinnen. Nun wissen wir aus 
den Arbeiten von Ritthausen und Kreusler, dab zweifellos 
die verschiedenen Kleberproteinstoffe und das Zein Asparagin- 
siiture bei der Spaltung mit Schwefelsiure liefern, beim Histon 
ist, abgesehen von mir, noch von niemandem nach Asparagin- 
siiure gesucht worden. Mein negatives Resultat vermag ich 
nicht anders zu erkliiren, als dal ich die Asparaginsiiure im 
Gange meiner Arbeit an anderer Stelle ausgefiillt haben mubi. 
Wo? ist mir unbekannt, ebenso vermag ich das Reagens nicht 
zu nennen, das die Abscheidung bewirkt hat. Vielleicht ist 
die Asparaginsiure als schwer losliches Barytsalz abgeschieden 
worden, obgleich Ritthausen und Kreusler schwer in Wasser 
losliche Barytverbindungen der Asparaginsiiure nicht kennen. 
Doch spricht Emil Fischer in seinen letzten Arbeiten von 
solehen. Statt der Asparaginsiiure fand ich dagegen in Filtrat I] 
2 andere unbekannte Siiuren, auf die ich in einer spateren 
Arbeit eingehen werde. 


Filtrat IL. 


Das Filtrat Il zeigte sich einer weiteren Verarbeitung in 
folgender Weise zugiinglich. Versetzte man es mit Silbernitrat 
und darauf vorsichtig mit Barytwasser, dann begannen_ sich 
von neuem in Masse weibe, organische Silberverbindungen ab- 
zuscheiden.!)  Dieselben bestanden aus den Silberverbindungen 

1) Die weifen Flocken, die sich absetzten, hielt ich zuerst fur 
Zinkoxyd, bis niihere Untersuchung sie als véllig zinkfrei erwies. 
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des Leucins und anderer Silberverbindungen der Reihe 
CH, 41N9,. Auf diese eigenartigen Verhiiltnisse bin ich leider 
erst aufmerksam geworden, nachdem ich alle Filtrate I] bis 
auf eins vernichtet hatte. 

Es zeigte sich also, dafi auch das Leucin und andere 
Korper der Reihe C\H,,,,NO, sich durch Silbernitrat und 
Barytwasser als schwer losliche Silberverbindungen nieder- 
schlagen lassen. An anderer Stelle?) bin ich bereits auf diese 
Silberverbindungen niiher eingegangen und habe gezeigt. wie 
sich dieselben glatt erzeugen lassen. Ich will daher hier nicht 
weiter dariiber sprechen. 

Nur bei den recht komplizierten Verhiiltnissen, die sich 
hei der Isolierung des Histidins und Arginins aus den Zer- 
setzungsfliissigkeiten der Eiweibkorper abspielen, will ich, da 
ich sie jetzt erkliiren kann, etwas verweilen. Mir war bei den 
quantitativen Bestimmungen des Histidins und Arginins  stets 
aufgefallen, dali die Menge der gewonnenen Hexonbasen durch- 
aus nicht dem angewandten Silbernitrat resp. Silbersulfat ent- 
sprach, sondern zu ihrer Abscheidung stets ein grofer Uber- 
schub der genannten Silbersalze néotig war. Es sprang dies 
am meisten bei der Verarbeitung der an Hexonbasen sehr 
armen Kleberproteinstoffe in die Augen. Aber erst, nachdem 
ich die hauptsiichlichsten Verbindungen, die auber dem Histidin 
und Arginin durch Silbernitrat und Barytwasser abgeschieden 
werden, kennen gelernt und ihr Verhalten gegen tiberschiissiges 
Barytwasser niiher untersucht hatte, wurde mir klar, warum 
man nach dem Verfahren, das von Kossel und mir zur Ab- 
scheidung des Histidins und Arginins ausgearbeitet worden ist, 
einen groBen UberschuB von Silbersalzen braucht. 

Kossel und ich verfahren bekanntlich, um die notige 
silbermenge, die zur Abscheidung von Histidin und Arginin 
ulls Gemengen notwendig ist, zu ermitteln, in folgender Weise. 
Die von Ammoniak befreiten Zersetzungsfliissigkeiten werden 
tit Silbernitrat resp. Silbersulfat versetzt, bis ein Tropfen der 


1; Berichte der Berliner Akademie der Wissenschaften 26, 1902. 
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Zersetzungstliissigkeit, in tiberschiissiges Barytwasser gebracht, 
sofort braunes Silberoxyd ausfallen lift. 

Dabei fallen wir aber zuniichst nicht nur das Histidin 
und Arginin, das in dem Tropfen enthalten ist, sondern auch 
die schwer loslichen Silberverbindungen der Amidosiiuren der 
Reihen CH, ,NO, und aus. Die letzteren werden 
alerdings, wie mir besondere Versuche gezeigt haben, durch 
gesiittigtes Barytwasser vollkommen zerlegt, aber die Zersetzung 
erfolgt nicht momentan, sondern allmiihlich. Sie labt sich auch 
leicht an Tropfen, die scheinbar tberschiissiges Silber nicht 
enthalten, daher rein weil im Barytwasser ausfallen, verfolgen. 
Denn man sieht, wie sich derartige Tropfen langsam von aussen 
nach innen schwirzen, sobald das Barytwasser in ihr Inneres 
dringt. 

Kossel und ich bestimmen also mit unserem Verfahren 
nicht eigentlich die Menge des Silbers, die das Histidin und 
Arginin erfordern, sondern die Menge, welche noch auberdem 
zur Bildung aller schwer loslichen Silberverbindungen notig ist, 
die mit Silber und Baryt in den Zersetzungsfliissigkeiten erzeugl 
werden konnen, auch wenn dieselben nachtriiglich durch iiber- 
schiissiges Barytwasser wieder zersetzt werden. 

Ubrigens lift sich dieser Vorgang auch im grofen verfolgen 
und verwerten, Ich habe das namentlich bei meinen Arbeiten 
iiber die tryplischen Verdauungsvorgange getan. Bestimmte ich 
inden Verdauungstliissigkeiten die Menge von Silbernitrat, die not- 
wendig war, um das Histidin und Arginin abzuscheiden, dann 
konnte ich nebenher, ohne den Silbergehalt der Fliissigkeit zu 
erhdhen, noch daraus das Thymin, das Uracil, die Asparagin- 
siiure und Glutaminsiiure in Form ihrer Silbernitrat- resp. 
Silberverbindungen abscheiden. Ich verfuhr dabei so, dal ich 
den schwach salpetersauren Verdauungsfliissigkeiten die vorher 
bestimmte Silbernitratmenge zufiigte. Es fielen zuniichst dic 
Silbernitratverbindungen der Alloxurbasen aus.) —Dieselben 


1) Ubrigens bin ich der erste gewesen, der die Scheidung de: 
Alloxurbasen von der «Histidinfraktion», die auch das Thymin, Uracil. 
Cytosin, die Asparaginsiiure und Glutaminsiiure umfassen kann. be! 
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wurden abgesaugt. In dem Filtrat wurde dureh vorsichtigen 
Zusatz von Barytwasser, unter Kontrolle von ammoniakalischer 
Silberlésung, die « Histidinfraktion», die die Silberverbindungen 
des Histidins, des Thymins, Uracils und der beiden Amido- 
siiuren, Glutaminséure und Asparaginsiiure, umfabte, abge- 
=chieden. 

Aus dem Filtrat der Histidinfraktion labt sich ohne weitere 
Zugabe von Silbernitrat trotzdem das gesamte Arginin = als 
Argininsilber ausfiillen, indem man es mit Baryt siittigt. 
Ubrigens jindert der ausfallende Niederschlag bei allmiihlicher 
Zugabe des Baryts sehr auffallend sein Aussehen. Wiahrend 
er zuniichst weib und grobflockig erscheint, schwiirzt er sich 
ziemlich plotzlich und wird feinkOrnig, wenn die Fliissigkeit 
einen bestimmten Gehalt an Baryt annimmt. Diese auffallige 
Veriinderung ist durch folgenden Vorgang bedingt. Die ersten 
weiben Flocken, die im Filtrat der Histidinfraktion auf weitere 
Zugabe von Baryt entstehen, sind nur geringsten Teil 
Argininsilber. Der Hauptsache nach bestehen sie aus den 
Silberverbindungen der Amidosiiuren der Reihe .NO,. 
Dieselben werden zersetzt, sobald der Gehalt an Baryt in den 
Fliissigkeiten, in denen sie entstanden sind, ein gewisses Mal 
liberschreitet. Es restiert nunmehr lediglich das feinkdrnige 
Argininsilber, wiihrend aus den zersetzten Silberverbindungen 
der Amidosiuren dunkelgefiirbtes Silberoxyd zur Abscheidung 
kommt. 

Zum Schluf will ich tabellarisch die aus den verschiedenen 
Kiweibkérpern gewonnenen Mengen der Glutaminsiiure ver- 
zeichnen. Ich setze daneben zum Vergleich die Zahlen von 
\itthausen und Kreusler. 


schwach salpetersaurer Reaktion der Zersetzungsfliissigkeiten ausgefiihrt 
hat. Diese sehr brauchbare Methode ist nachtriiglich vielfach von 
anderer Seite angewandt worden. Da keiner der Forscher, die meine 
Methode benutzt haben, mich als Urheber erwiihnt, so sehe ich mich 
zu dieser Randbemerkung gezwungen. 
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Tabelle Il. 


Von Ritthausen und 
Von Kutscher gewonnen , 
| Kreusler gewonnen 


Name des | Glutaminsaure| 
Eiweifkorpers | | 
| Gewichtsproz. | Gewichtsproz. | Gewichtsproz. | Gewichtsproz. 
Glutencasein | 9,0 | 0 5,3 | 0,33 
| | | Gemisch der | 
| | in Weingeist | 
Glutenfibrin | 13,07 | 0 léslichen 
| | _Kleberprotein-| 
| stoffe 
Gliadin 18,54 0 | 8,8 
Mucedin | 19,81 | 0 | 25,02) | — 
Zein | 10,071) | 0 10 | 1,4 
3,663) 0 | 


Thymushiston 


| | | 

1) Mir ging die Glutaminsiiure aus dem Zein vor der endgiiltigen 
Bestimmung verloren. Ich kann daher nur schitzungsweise den Gehalt 
des Zeins an Glutaminséure angeben. Jedenfalls erschien er mir nicht 
wesentlich héher als im Glutencasein. 

2) Ritthausen verzeichnet in seiner bekannten zusammenfassenden 
Arbeit «Die Eiweifkérper der Getreidearten, Hiilsenfriichte und Olsamen:, 
Bonn 1872, die in der Tabelle aufgefiihrte Menge Glutaminsiure als aus 
dem Mucedin des Weizenklebers gewonnen. Es ihm hierbei ein 
kleiner Irrtum untergelaufen sein. Denn in seinen ausfiihrlichen Arbeiten 
iiber Glutaminsiure bringt er nur ein Experiment, das am Mucedin aus 
Roggenkleber angestellt wurde. Es findet sich dort die in obiger Tabelle 
verzeichnete Zahl als Ausbeute fiir die Glutaminsiiure angegeben. Mir ist es 
daher wahrscheinlich, daf\ die in vorstehender Tabelle verzeichnete Zahl 
Ritthausens sich eigentlich auf Mucedin aus Roggenkleber bezieht und 
sich nicht direkt mit der von mir gefundenen vergleichen 1laft. 

3) Da die Glutaminsiiure bisher aus Thymushiston nicht dargestellt 
worden ist, so gebe ich die Analysen wieder, die zur Identifizierung der 
von mir gewonnenen fihrten. 

0.191 ¢ der freien Siure siittigten nach Kieldahl verascht 12.8 ccm 
149 Norm.-Oxals. 

Fiir CSH,NO, 
Berechnet: N == 9.53 9/0 Gefunden: N = 9,39 °%o. 

Weiter wurde die charakteristische Verbindung mit HCl erzeug! 
und analysiert. 

0.250 ¢ Substanz gaben 0,198 g Chlorsilber. 

Fiir C,H,NO, - HCl 
Berechnet: Cl = 19,3 Gefunden: Cl = 19,1090. 
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Weiter ergiinze ich die bereits von Kossel und mir 
aufgestellten Tabellen, indem ich die von mir gewonnenen 
Zahlen anfiige. 


I. Verteilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Glutencaseins. 


(Spaltung mit schwiicherer Schwefelsiiure.) 


Prozente des 


Gesamtstickstoffs 


Davon a) im Ammoniak ......... 13.40 

2 ¢ — | 2,39 


B. Stickstoff im Tyrosin, Glutaminsiiure und in 
micht bestimmter Form... 72,61 | — 


Davon a) in den ersten Baryt- und Magnesia- 


— | 14,78 
c) in der Glutaminsiiure . — | 6,29 


Il. Gewichtsprozentische Verteilung der einzelnen 
Spaltungsprodukte des Glutencaseins. 


Prozente 
Zersetztes Glutencasein .... 100 
Ammoniak ... . 2 64 
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I. Verteilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Glutenfibrins. 


Prozente des 


Gesamtstickstoffs 


Davon a) im Ammoniak ........-. — 18,78 
G) eG — | 0 
B. Stickstoff im Tyrosin, Glutaminsiiure und in | 
nicht bestimmter Form... 6 s 73,04 | — 
Davon a) in den ersten Baryt- und Magnesia- 
c) in der Glutaminsiure ...... — 7,30 


Il. Gewichtsprozentische Verteilung der einzelnen 
Spaltungsprodukte des Glutenfibrins, 


Prozente 


Zersetztes Glutenfibrin 100 


1,53 
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I. Verteilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Gliadins. 


Prozente des 
Gesamtstickstoffs 
Davon a) im Ammonmiak ......... — |; 19,51 
Bb. Stickstoff im Tyrosin, Glutaminsiiure und in 
avon a) inden ersten Barvt- und Magnesia- 
niederschliigen . . 11.78 
c) in Glutaminsdure... . 10.00 


Il. Gewichtsprozentische Verteilung der einzelnen 
Spaltungsprodukte des Gliadins. 


Prozente 
Zersetztes Ghadin. . 100 
Glutaminsiiure.. ......., 
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I. Verteilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 


des Mucedins. 


Prozente des 


Gesamtstickstoffs 


Davon a) im Ammoniak ......... 


B. Stickstoff im Tyrosin, Glutaminsiure und in 


Davon a) in den ersten Baryt- und Magnesia- 
niederschligen ........ 


c) in der Glutaminsiiure . 


100 
27,38 


bo 
er) 
lo 


20,70 
0,69 
5,99 
0 


10,36 
1,10 
11,20 


Il. Gewichtsprozentische Verteilung der einzelnen 


Spaltungsprodukte des Mucedins. 
Prozente 

Zersetztes Mucedin ...... 100 
Ammoniak . . 4,23 
Histidin 0,43 
Arginm ....... 3,13 

0) 
Tyrosin 2,35 
Glutaminsiiure . . . 19,81 
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I. Verteilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 


des Zeins. 


Prozente des 


Gesamtstickstoffs 
A. Basenstickstoff. 18,70 — 
Davon a) im Ammoniak . — | 138,53 
b) im Histidin. . . | 
c) im Arginin. — | 
B. Stickstoff im Tyrosin, Glutaminsiiure und in | 
nicht hestimeter Form... 81,30 | — 
Davon a) in den ersten Baryt- und Magnesia- 
niederschligen ...... — 11,83 
b) im Tyrosm. « 5.00 
c) in der Glutaminsiiure . : - | ‘Gag? 


Il. Gewichtsprozentische Verteilung der einzelnen 


Spaltungsprodukte des Zeins. 


Prozente 
Ammoniak . . 2,56 
Histidin . . O81 
Lysin .. 0 
Tyrosin ... 10,06 
Glutaminsiure ........ 10,0 ? 
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I. Verteilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Thymushistons. 


Prozente des 


(Gresamtstickstoffs 


Davon a) im Ammomak .... 4 — 7.46 


B. stickstoff im Tyrosin, Glutaminsiiture in 


Davon a) inden ersten Barvt- und Magnesia- 


c) in der Glutaminsiiure . . 1.90 


I]. Gewichtsprozentische Verteilung der einzelnen 
Spaltungsprodukte des Thymushistons. 


Prozente 
Zersetztes Thymushiston. 100 
Glutaminsfure 3,66 


Von den Resultaten, die sich aus vorstehenden Tabellen 
ergeben, will ich nur eins, das sich auf die Proteinstoffe des 
Weizenklebers bezieht, hervorheben. Um dasselbe noch deut- 
licher zu veranschaulichen, will ich alle gewichtsanalytischen 
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Daten, die von Kossel und mir bisher an den Kleberprotein- 
stoffen gewonnen worden sind, zusammenstellen., 


100 Teile der vier ver- Am- Glutamin 
: : Histidin Arginin Lysin Tyrosin 
schiedenen Proteinstoffe moniak siure 

Glutencasein.... 2,64 1,96 bot 2,0 2,73 9.00 
Glutenfibrin. .... 3,89 1,53 3,05 4,43 | 13,07 
4.1 1,20 2,73 2.09 [8.54 


An der Hand dieser ‘Tabelle lassen sich die wider- 
streitenden. Meinungen iiber die Zusammensetzung des 
Weizenklebers vollkommen kliiren. Bekanntlich ist) die An- 
sicht von Ritthausen, nach der sich der Weizenkleber 
aus den vier in der ‘Tabelle genannten Proteinstoffen 
zusammensetzt, nicht unbestritten geblieben. meisten 
entfernt sich von thr die Behauptung von Morishima, eines 
Schiilers Schmiedebergs,!) nach der der Weizenkleber 
nur aus einem einzigen Proteinstoffe, dem «Artolin», bestehen 
sollte. Das «Artolin» wurde schnell und. griindlich erledigt, 
indem Kossel und ich zeigten, dab das in Alkohol unlosliche 
Glutencasein Lysin§ lieferte, wiahrend die alkohollislichen 
Kleberproteinstoffe diese Base vermissen lieben. Andere 
lorscher, unter ihnen auch Kjeldahl, behaupteten im Gegen- 
satz zu Ritthausen, der Weizenkleber bestiinde bloss aus 
zwei verschiedenen Kiweiikorpern, von denen der eine in 
Alkohol léslich, der andere in Alkohol unldéslich sei. Dagegen 
ist Ritthausen selbst noch in letzter Zeit aufgetreten und 
hat Analysen verdffentlicht, die die Vierzahl der Kleberprotein- 
stoffe erweisen sollien. 

Kossel und ich muften seiner Zeit von der Entscheidung 
Abstand nehmen, ob in der Tat mehrere alkohollésliche Eiweib- 
stoffe im Weizenkleber vorhanden sind, weil die Mengen der 
von uns damals festgestellten Spaltungsprodukte der alkohol- 


1) Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 41, S. 291. 
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léslichen Kleberstoffe nahe miteinander iibereinstimmten. Die 
geringen Differenzen konnten sehr wohl innerhalb der Fehler- 
grenze unserer benutzten Methoden liegen. Dagegen gestatten 
mir die in meiner Arbeit ftir das Tyrosin und die Glutamin- 
siure gewonnenen Zahlen, zweifellos die Entscheidung dahin 
zu treffen, dal sich unter den alkoholldéslichen Bestandteilen 
des Weizenklebers mindestens zwei verschiedene Eiweifk6rper 
befinden miissen. Das Glutenfibrin ist vor den anderen aus- 
gezeichnet durch seinen hohen Gehalt an Tyrosin und seinen 
geringen Gehalt an Glutaminsiiure. Die Mengenunterschiede, 
welche sich im Tyrosin und der Glutaminsiiure gegentiber den 
gleichen aus Gliadin und Mucedin gewonnenen Korpern finden, 
liegen vollig auberhalb der Fehlergrenze, die die von mir an- 
gewandten Methoden zulassen. 

Das Gliadin und Mucedin hingegen haben bisher eine 
ausgezeichnete Ubereinstimmung in allen quantitativ bestimmten 
Spaltungsprodukten gezeigt, die ihre Identitét mit einer an 
Sicherheit grenzenden Wahrscheinlichkeit erweist. Demnach 
wiirde sich also der Weizenkleber der Hauptsache nach aus 
drei verschiedenen, durch ihre Spaltungsprodukte wohl charakteri- 
sierten und unterscheidbaren Eiweibkorpern zusammensetzen. 

Ich schlage vor, in Zukunft die beiden identischen 
Korper Gliadin und Mucedin unter dem Namen Gliadin zu- 
sammenzufassen. Es wiirde also der Weizenkleber bestehen 
aus dem in Alkohol ganz unldslichen Glutencasein, dem in 
60°/oigem kalten Alkohol wenig léslichen Glutenfibrin und dem 
in 60°/oigem kalten Alkohol leicht léslichen Gliadin. 

Vorstehende Arbeit ist mit Hilfe von Geldmitteln 
gefertigt, die mir von der Berliner Akademie der Wissenschaften 
zur Verfiigung gestellt worden sind. 
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Experimentelle Beitrage zur Frdge des intermediaren Stoff- 
wechsels der Kohlehydrate. 


I. Mitteilung. 
Ueber Aethylenglycol und Glycolaldehyd.') 


Von 


Dr. Paul Mayer-Karlsbad. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. April 1903.) 


Die eminenten Fortschritte, welche die Chemie der Kohle- 
hydrate den Arbeiten Emil Fischers, Alfred Wohls, Lobry 
de Bruyns und anderer Autoren verdankt, konnten nicht ohne 
Einflub auf die Forschungen der Physiologen und Pathologen 
bleiben. Denn die moderne Kohlehydratchemie hat ein so 
gewaltiges Tatsachenmaterial zu Tage gefOrdert, dab sich ein 
grobes Arbeitsfeld fiir physiologische und klinische Unter- 
suchungen erOffnete. Nachdem durch die Methoden des Auf- 
und Abbaues der Zuckerarten aufer den Zuckern der 6-Kohlen- 
stoffreihe auch die Kohlehydrate mit geringerem und hoherem 
Kohlenstoffgehalt auf synthetischem Wege dargestellt waren, 
erwuchs fir die biologische Forschung die Aufgabe, das Ver- 
halten aller dieser Zucker im TierkOrper zu priifen, da diese 
Untersuchungen manche <Aufkliérung und Forderung fiir die 
Lehre vom Zuckerumsatz im tierischen Organismus erwarten 
lieben, 

Fiir das Studimm der Kohlehydrate sind in den letzten 
Jahren auch eine Reihe neuer Gesichtspunkte maligebend ge- 
worden, die friiher gar nicht oder nur in geringem Umfange 


1) Die vorliegende Arbeit ist mit Unterstitzung der Griifin Bose- 
Stiftung ausgefiihrt, deren Kuratorium ich fiir die Bewilligung der Mitte] 
ergebensten Dank sage. 
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beriicksichtigt worden sind. IJeh erinnere hier nur an die 
gegenseitige Verwandlung der Zucker ineinander, die von 
Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein!) rein 
chemisch festgestellt worden ist, und die, wie Neuberg und 
Maver?) am Beispiel der Mannose gezeigt haben, auch im 
Tierkorper sich vollziehen kann, sowie an den EinfluB, den 
die sterische Nonliguration auf das Schicksal der Kohlehydrate 
im hoher entwickelten Organismus ausiibt. 3) 

Auch die intermediiiren Stoffwechselvorgiinge haben in 
neuerer Zeit grofere Beachtung bei den Untersuchungen mit 
den Zuckerarten gefunden. Friiher hatte man bei allen kli- 
nischen und experimentellen Studien tiber die Zersetzung der 
Kohlehydrate im Tierkorper meist nur das Anfangsglied und 
die Endprodukte dieses Oxydationsprozesses ins Auge gefabt, 
indem man festzustellen trachtete, ob die Kohlehydrate im 


Organismus bis zu ihren Oxydationsendprodukten — CO, und 
H,Q — verbrennen, oder ob ein Teil derselben der Oxydation 


entgeht und daher im Harn erscheint. Die bei der Oxydation 
auftretenden Zwischenstufen konnten auf diesem Wege_ nicht 
ermiltelt werden, und doch sind es gerade diese, welche fiir 
das Verstiindnis des Zuckerumsatzes im Tierkorper von grobter 
Bedeutung sind. Wenn es nun auch niemals in Abrede ge- 
stellt worden ist, dali bei der Verbrennung der Kohlehydrate 
eine Reihe von intermediiiren Produkten entstehen, so sind 
doch systematische Untersuchungen tiber dieselben bisher nur 
vereinzelt. ausgefiihrt worden. Allerdings hatte schon J. Poh!*) 
den Versuch gemacht, Zwischenprodukte, die bei der Oxyda- 
tion gewisser Korper der Fettreihe entstehen, aufzufinden, von 
dem Gedanken ausgehend, wenn einzelne der zu_ er- 
wartenden Vorstufen der CO,, bei direkter Zufuhr in den Or- 
ganismus, zerstOrbar sind, andere dagegen nicht angegriffen 


1) Lobry de Bruyn u. van Ekenstein, Rec. de trav. chim. des 
Pays-Bas, Bd. 14, 5. 1038, 156, 203. 

2) Neuberg u. Mayer, Diese Zeitschr., Bd. XXXVI, 1903, H. 5 u. 6. 

3) Neuberg u. Wohlgemuth, Diese Zeitschr., Bd. XXXV, H. 1, 
1902 und Neuberg u. Mayer I. ¢. 

4) J. Pohl, Arch. f. experim. Pathol., Bd. 37, S. 415, 1896. 
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werden, eine Vorstellung dariiber moglich ist, ob sich die 
betreflenden Zwischenprodukte bei der physiologischen Oxyda- 
tion bilden oder nicht. So wichtig und interessant nun auch 
die Ergebnisse an sich sind, die Pohl bei seinen Versuchen 
erhalten hat, so glaube ich doch, dal bei dieser Versuchs- 
anordnung nur wenig Sicheres gerade fiir die Frage der inter- 
mediiren Oxydationsprodukte zu Tage geiordert werden kann. 

Wenn selbst eine dem Tierkérper direkt zugefiihrte Sub- 
stanz von demselben gar nicht angegriffen wird, so kann sie 
immer noch, falls sie im Organismus entsteht, der Oxydatiou 
anheimmfallen. Denn es ist zweifellos etwas ganz anderes, ob 
ein Korper dem Organismus direkt einverleibt wird, oder ob 
er im Organismus selbst aus dem Abbau anderer Substanzen 
hervorgeht, da bei diesem Prozef} wahrscheinlich immer nur 
ganz minimale Spuren auf einmal entstehen und zur Oxydation 
vestellt werden. Andererseits braucht eine Substanz, die bet 
der Verbrennung eines K6rpers als Vorstufe der CO, denkbar 
ist und bei direkter Zufuhr vom Organismus oxvdiert wird, 
deshalb nun noch nicht wirklich bei der physiologischen Oxy- 
dation dieses Korpers als intermediiires Produkt aufzutreten. 

Anstatt also diesen indirekten Weg einzuschlagen, habe 
ich bereits bei meinen Versuchen tiber die Kohlehydratsiiuren 
der 6-Kohlenstoffreihe eine andere Versuchsanordnung  ge- 
wihlt.!) Um die bei der Verbrennung eines Kohlehydrates 
elwa entstehenden intermediiren Produkte zu ermitteln, miissen 
so grofe Mengen desselben einverleibt werden, dal sie nicht 
mehr vollstiindig verbrannt werden konnen, dab also ein Teil 
unveridindert im Harn erscheint. Denn man kann erwarten, 
dab, wenn ein Teil des Zuckers der Oxydation ttberhaupt nicht 
mehr anheimfillt, die Oxvdationskraft des Organismus auch 
nicht ausreichen wird, um den gesamten iibrigen Anteil bis 
zu den Endprodukten zu oxydieren, dah die Oxydation eines 
Anteils also auf irgend einer Zwischenstufe Halt machen wird, 
die dann im Harn zur Ausscheidung gelangt. Mit anderen 
Worten, es wird ein Teil der Verbrennung vollkommen ent- 


1) P. Maver, Zeitschr. f. klin. Mediz., Bd. 47, H. 1—2, 1902. 
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gehen, ein anderer Teil wird bis zu CO, und H,O verbrannt, 
withrend ein dritter Anteil nur bis zu dem einen oder anderen 
Zwischenprodukt oxydiert wird, dessen weiterer Abbau_ nicht 
mehr von statten geht. 

Diese Gesichtspunkte haben mich schon bei meinen 
friiheren diesbeziiglichen Untersuchungen geleitet und einige 
neue Resultate gezeitigt.!) Ich konnte feststellen, daB die 
Oxalsiure, deren Bildung aus den Kohlehydraten gerade in 
den letzten Jahren immer geleugnet worden war, weil die 
Autoren, allerdings infolge unzweckmiabiger Versuchsanordnung, 
namlich nach Zufuhr viel zu geringer Mengen von Kohle- 
hydraten, keine vermehrte Oxalsiiureausscheidung konstatiert 
hatten, durch unvollkommene Oxydation aus der Glu- 
curonséure und vor allem auch aus dem Trauben- 
zucker entstehen kann, welch letzterer Befund von Hilde- 
brand?) bestatigt worden ist, des weiteren, dab auch die 
Zuckersiiure tiber Oxalsiure verbrannt wird, und dab 
die Oxydation der Gluconsiiure ihren Weg tiber die 
Zuckersiiure nimmt. 

Da durch diese Ergebnisse die Berechtigung des ge- 
schilderten Vorgehens erwiesen ist, sollen dieselben Gesichts- 
punkte auch bei Untersuchungen, die ich mit den niederen 
Kohlehydraten auszufiihren beabsichtige, beriicksichtig! 
werden. Von den Kohlehydraten mit weniger oder mehr als 
6 Kohlenstoffatomen sind bisher nur die Pentosen*) und ein 
Zucker der 7-Kohlenstoffreihe, die a-Glucoheptose,t) Gegen- 
stand physiologischer Versuche gewesen, wahrend das Ver- 
halten der biosen, ‘Triosen und Tetrosen noch nicht geprilt 
worden ist. 

Ich habe meine Untersuchungen mit dem Glycolaldehyd, 


1) P. Mayer, |. c. 

*) Hildebrand, Diese Zeitschr., Bd. XXXV, Heft 2. 1900. 

3) Ebstein, Virch. Arch., Bd. 129, S. 401; Cremer, Zeitschr. i. 
Biol., Bd. 29, S. 543; Salkowski, Diese Zeitschr., Bd. XXVII, H. 6, 
i899; Neuberg und Wohlgemuth, Diese Zeitschr., Bd. XXXV, H. 1, 
(M02; KE. Bendix, Die Pentosurie, 1905, s. dort ausfiihrliche Literatur. 

4) Wohlgemuth, Diese Zeitschr., Bd. NXXV, H. 6, 1902. 
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dem Zucker der 2-Kohlenstoffreihe, begonnen, der als der 
niedrigste existierende Zucker tiberhaupt ein besonderes Interesse 
beansprucht. Der Glycolaldehyd CH,OH -CHO ist chemisch 
als das niichst hOhere Oxydationsprodukt des Aethylenglycols 
anzusehen, und die weiteren Oxydationsprodukte desselben, 
die auch fiir die physiologische Oxydation in Betracht ge- 
zogen werden miissen, sind Glycolsiiure, Glyoxylséiure, Glyoxal- 
und Oxalsiiure. Die ganze Reihe besteht also aus folgenden 


Korpern: 
CH,OH COH (COOH COH COH COOH 
| | | | | | 
CH,OH CH,OH CH,OH COH COOH COOH 
Aetylen- Glycol- Glycol- Glyoxal Glyoxyl- Oxal- 
glycol aldehyd siiure siiure siiure. 


Um einen Einblick in die physiologischen Oxydations- 
vorgaénge zu erlangen, geniigt es daher nicht, das Verhalten 
des Glycolaldehyds allein zu priifen; es missen vielmehr alle 
der Reihe angehoérige Korper ftir die Untersuchung heran- 
gezogen werden. 

In folgendem soll zuniichst tiber Versuche berichtet werden, 
die ich mit dem Athylenglycol und dem Zucker selbst, dem 
Glycolaldehyd, angestellt habe. Samtliche Versuche wurden 
an grofen Kaninchen ausgefiihrt, deren Nahrung aus 300 g 
Kohl und 200—300 g Mohrriiben pro Tag bestand. Der Harn 
wurde quantitativ gesammelt, wenn notig durch Auspressen aus 
der Blase entleert. 


A. Aetylenglycol. 


Versuche mit Glycol sind bereits von Pohl?) angestellt 
worden. Dieser Forscher hat ermittelt, dab der Athylenalkohol! 
selbst in gréBeren Dosen ftir Hunde ungiftig ist, und dali schon 
geringe Mengen desselben bei Hunden eine betrichtliche Steige- 
rung der Oxalsiiureausscheidung hervorrufen. 

Ich habe mich zunachst durch einen Versuch davon tiber- 
zeugt, daS Athylenglycol auch im Kaninchenleibe iiber Oxal- 
siure verbrannt wird. 
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Kaninchen von 2260 ¢, das bei der oben erwiihnten Er- 
niihrung innerhalb 48 Stunden O,0028 QOxalsiiure  aus- 
scheidet, erhalt per os 5 ¢ Glycol. Die wiihrend der niichsten 
Stunden ausgeschiedene Oxalsiiuremenge betriigt g. 

Ks kam mir nun darauf an, festzustellen, ob auf dem 
Wege vom Glycol bis zur Oxalsiiure noch irgend ein anderes 
AWischenprodukt aufgefunden werden kann. Ich habe daher 
alle die erwiihnten Substanzen, die zwischen Athylenglycol 
und Oxalsiure in der besprochenen Reihe liegen, in Betracht 
gezogzen. Der Nachweis dieser Korper im Harn 1liaibt sich auf 
Grund ihrer Kigenschatten relativ leicht erbringen. Sie sind 
siimtlich optisch inaktiv und sind giirungsunfiihig. Mit Aus- 
nahme der Glycolsiiure reduzieren sie Fehlingsche Loésung 
und lassen sich in Form von charakteristischen Phenylhydrazin- 
verbindungen) aus Harn isolieren. Der Glycolaldehyd 
liefert bet Einwirkung von essigsaurem Phenylhvdrazin wiihrend 
2% Stunden im Brutschrank (40°) ein Osazon vom Schmelz- 
punkt 169—170° Fischer und Landsteiner.)!)  Genau 
die gleiche Verbindung liefert allerdings das Glyoxal. Aber 
dieser Korper konnte von vornherein intermediiires Oxy- 
dationsprodukt ziemlich sicher ausgeschlossen werden, da er 
so giftig ist, dab, wie Pohl?) festgestellt hat, schon 0,2 g 
einen 7 Kilo schweren Hund téoten. Die Glyoxylsiure gibt mil 
essigsaurem Phenylhydrazin schon in der Kiilte ein Hydrazon, 
das sich bei 137° zersetzt (E. Fischer).3) Uber eine Ver- 
bindung der Glycolsiiure mit Phenylhydrazin habe ich in der 
Literatur keine Angaben finden kénnen. Da sie aber zur 
Bildung eines Hydrazids befiihigt sein muss, habe ich diese 
Verbindung darzustellen versucht und bin auf folgendem Wege 
zum Ziel gelangt. 


Glycolsiiturephenyvlhydrazid. 
CH,OH-CO NH-NHC,H,. 
1,0 g Glycolsiture wird in 20 cem Wasser gelést und 


1) Kk, Fischer und Landsteiner, Ber. d. chem. Ges., 25, 1892. 
2) Pohl, 1. e¢. 


3) I. Fischer, Ber. d. chem. Ges., 17, 188+. 
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2 g Phenylhydrazin (ohne Essigsiiure) hinzugegeben. Die 
Fliissigkeit wird auf dem Wasserbad bis zur Sirupkonsistenz 
eingedampft, und die am boden des becherglases fest hattende 
Masse wird zur Entfernung iiberschiissigen Phenylhydrazins 
mit Ather angeriihrt. Dabei erstarrt sie zu einem Brei licht- 
gelber Krystalle, die abgesaugt, im Vacuum = getrocknet und 
zur Reinigung aus Essigiither umkrystallisiert werden. Bei 
geniigender Konzentration scheiden sich dieselben schnee- 
weiben, durchsichtigen und lichtbrechenden, prismatischen Nadeln 
ab, die den Schmelzpunkt von t15—120° zeigen. Ein Teil 
bleibt in der Mutterlauge gelost und kann hieraus in derselben 
Reinheit durch Zusatz eines Drittelvolumens Ligroin gewonnen 
werden. indem nach kurzer Zeit die gleichfalls  vortrefflich 
ausgebildeten Krvystalle anschieben. Diese) losen sich leicht 
in heibem Wasser, in absolutem Alkohol und Essigiither, wenig 
oder gar nicht in den tbrigen organischen Solventien, und 
geben in tvpischer Weise die biilowsche Hydrazidreaktion. 

Die N-Bestimmung ergibt: 

QO.1782 ¢ Substanz: 26.0 com N (ber 16° und 756 mm) 
N= 16,97%/0. 
Berechnet fiir CJH,N,O,: N = 16.86%. 

Zur Darstellung des Glycolsiurehvdrazids aus Harn habe 
ich die Glycolsiiure, die ich in Kaninchenharn gelost hatte, 
durch basisches Bleiacetat und NH, gefallt. Nach Zerlegung 
des Bleiniederschlages durch HS in der tiblichen Weise wurde 
dann die schlieblich erhaltene LOsung mit Phenylhydrazin nach 
der beschriebenen Methode behandelt. Daber bildeten sich 
stets Krystalle: allein dieselben zeigten keinen scharfen Schmelz- 
punkt und gaben keine scharfen analytischen Daten. Bei der 
Leichtigkeit nun, mit welcher Phenylhydrazin beim Einkochen 
mit Essigsiiture in Acethvlphenylhydrazin 
verwandelt wird, lag die Vermutung nahe, dab eine Ver- 
unreinigung des Glycolsiiurehydrazids mit dem genannten Es=ig- 
siiurederivat vorliegt. Denn es ist bekannt, dali basische Blei- 
niederschliige stets Subacetat einschlieben und bei der H,5-Zer- 
setzung Essigsiiure ins Filtrat liefern. Deshalb habe ich bei 
den folgenden Versuchen die an sich zweckmibige Methode der 
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fraktionierten Bleifiillung verlassen und die Verbindung aus 
nativem Harn darzustellen versucht. Zu diesem Zwecke wurde 
der Harn mit einigen Tropfen Salzsiiure bis zur schwachsauren 
Reaktion versetzt und dann in der beschriebenen Weise mit 
Phenylhydrazin behandelt. 


Versuche. 


Versuch 1.) Kaninchen yon 2680 g erhiilt 5 g Glycol 
in 25 cem Wasser mittels Schlundsonde per os. 

Harn (2% Stunden): 180 cem. 

Reaktion: alkalisch. 

Reduktion: wie normaler Kaninchenharn. 

Giirung: negativ. 

Drehung: inaktiv. 

80 com Harn werden mit essigsaurem Phenylhydrazin 
zur Untersuchung auf Glycolaldehyd und Glyoxylsiiure ver- 
arbeitet. 

Aus der iibrigen Harnportion wird versucht das Hydrazid 
der Glycolsiure darzustellen., 

Ks konnte jedoch keinerlei Phenylhydrazinverbindung er- 
halten werden, und da der Harn auch nicht reduzierte, so 
ist sicherlich keines der mdglichen Zwischenprodukte 
veschieden worden. 

Im Sinne der friiheren Auseinandersetzungen ist es ein- 
leuchtend, dab die Zufuhr einer Substanz in um so grodberer 
Menge erfolgen muf, je niiher die gesuchten, bei der Oxy- 
dation auftretenden Zwischenprodukte derselben stehen. Wenn 
also beispielsweise bei 5 g Glycol die Oxydation zum Teil nur 
bis zur Oxalsaure erfolgt, die dazwischen entstehenden Korper 
aber nicht ausgeschieden werden, dann miissen, wenn auch 
diese der Oxydation zum Teil entgehen und auf diese Weise 
gefabt werden sollen, griéssere Mengen Glycol einverleibt 
werden, oder es mub die Zufuhr auf subkutanem Wege er- 
folgen, wobei erfahrungsgemiiB ein Ubertritt von intermediiiren 
Produkten in den Harn viel leichter erfolgt. 

Versuch 2. Dasselbe Kaninchen, wie in Versuch 1, er- 
hilt nach dreitiigiger Ruhe 10 g Glycol per os. 
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Harn (24 Stunden): 125 ccm. 

Reaktion: amphoter. 

Reduktion: negativ. 

(iirung: negatiy. 

Drehung: inaktiv. 

Glycolaldehyd und Glyoxylsiiure koénnen mittels essig- 
sauren Phenylhydrazin nicht nachgewiesen werden. 

60 eem des Harns werden nach schwacher Ansiiuerung 
mit einigen Tropfen Salzsiture zwecks Freimachung der 
supponierten Glycolsiiure aus ihren Salzen mit Phenylhydrazin 
eingedampft. Trotz der reichlichen Gegenwart von Salzen er- 
starrt der Abdampfungsriickstand durch Anreiben mit Ather 
krystallinisch, und fiinfmalige Krystallisation aus Essigiither- 
Ligroin liefert eine Verbindung, die sich in Schmelzpunkt und 
Kigenschaften als vollig identisch mit synthetischen 
(ilycolsiiturehydrazid erweist. 

Die Analyse ergibt: 

0.1880 g Substanz: 0.0963 ¢ H,O; 0.3957 CO,. 

berechnet: C 57.83; H 6,02 
C.H,,N,O, gefunden: C 57,40; H 5,69. 

Das Kaninchen hat demnach nach Zufuhr von lO 
(ilycol Glycolsiiure im Harn ausgeschieden. 

Versuch 3. Kaninchen von 2080 g erhiilt 5g Glycol subkutan. 

Harn (24 Stunden): 240 cem. 

Reaktion: schwach alkalisch. 

Reduktion: negativ. 

Giirung: negativ. 

Drehung: inaktiv. 

Ks wurden weder Glycolaldehyd noch Glyoxylsaéure aus- 
geschieden. Dagegen Jabt sich aus dem Harn ein Hydrazid 
isolieren, dessen Eigenschaften mit dem in Versuch 2. be- 
schriebenen identisch sind. 

Das Tier hat also ebenfalls Glycolsiiure ausge- 
=chieden. 

Versuch 4, 5, 6. In drei weiteren Versuchen mit 5 g 
subkutan einverleibtem Glycol erhielt ich nur einmal aus dem 
Harn 0,4 g Glycolsiiurehydrazid, wiihrend in den zwei anderen 
Versuchen keine Spur Glycolsiiture im Harn auftrat. Dieses 
Ergebnis kann nicht wundernehmen, denn es hiingt offenbar 
von individuellen Faktoren ab, bis zu welchem Punkte das 
Athylenglycol oxydiert werden kann. 
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Kine schr erhebliche Glycolsiureausscheidung beobachtete 
ich in einem Versuch mit 10 g subkutan beigebrachtem Glycol. 

Versuch @. WKaninchen von 2420 ¢ erhiilt 10 ¢ Glycol 
unter die Haut gespritzt. Auch diese Dosis ist) anscheinend 
vollig indifferent fiir das Tier. 

Harn (2% Stunden): 250 cem. 

Reaktion: schwach sauer, 

Reduktion: negativ. 

(iirung: nevatiy, 

Drehune: inaktiv. 

Das Tier scheidet keinen Glycolaldchyd, keine Glyoxyl- 
siiure aus, dagegen werden aus 150 cem Harn 2,8 g Glyeol- 
siturehvdrazid) erhalten, die 1,28 ¢ Glyeolsiure entsprechen. 
Das NKaninchen hat demnach nach Zufuhr von 10 ¢ 
Glycol mindestens 2,15 ¢ Glycolsiiure ausgeschieden. 
Daaus Glyeol 12 ¢ Glycolsiure tiberhaupt ent- 
stehen koOnnen, so ist ungefihr der vierte Teil des 
eingelithrten Glycols nur bis zur Glycolsiiure oxydiert 
worden, 

ber wellerer Steigerunge der Dosis treten — toxische 
Wirkungen auf, und bei Zufuhr von 13—15 g Athvlenglyco! 
vehen die Kaninchen unter den Erscheinungen einer scliweren 
hiimorrhagischen Nephritis zugrunde. In einem solchen Falle 
fand ich in den Nieren des ca, 12 Stunden nach 
spritzung von Athylenglycol gestorbenen Tieres massen- 
hafte Krystalle von oxalsaurem Kalk, die in solcher Menge dic 
(ilomeruli verstopften, dab bet mikroskopischen Unter- 
suchung das ganze Gesichtsfeld mit denselben tibersiit) war. 

Die vorstehenden Versuche haben ergeben, dal 
dev Athylenalkohol im Organismus des Kaninchens 
tiber Glycolsiiure und Oxalsiiure verbrannt wird. Dieses 
Resultat ist um so bemerkenswerter, als nach den Angaben 
Pohls Zufuhr von Glycolsiiure selbst nicht zu einer gesteigerten 
Oxalsiiureausscheidung fiihrt. Einen solchen Befund konnte aber 
auch Pohi bei seiner Versuchsanordnung kaum erheben. Denn 
die Menge glycolsaures Natron, welche er in seinem Versuch 
einem Hunde beigebracht hat (5 g per os) ist so gering, dal man 
Im Sinne der voraufgegangenen Darlegungen a priori gar keine 
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vermehrte Oxalsiiureausscheidung erwarten kann. Pohl selbst 
gibt an, dali in seinem Versuch Glycolséure als solche nicht 
in den Harn iibergegangen war; aber gerade die Ausscheidung 
von Glycolsiiture wire erst ein Kriterium dafiir, dab tberhaupt 
unvollkommene Oxydationsprodukte auftreten kOnnen. So habe 
ich beispielsweise bei meinen friiheren Versuchen der 
Hexosereihe nach Zufuhr von 10—20 ¢ Traubenzucker keine 
Oxalsiiurevermehrung bei Kaninchen beobachtet, weil eben der 
Zucker vollkemmen verbrannt wurde. Dieselbe tritt erst auf, 
wenn die Zufuhr so gesteigert wird, dab der Zucker nicht 
mehr vollstiindig oxydiert werden kann, sodab ein Teil unver- 
indert im Harn erscheint. 

Es steht daher das von Pohl erhaltene Ergebnis in gar 
keinem Widerspruch zu den von mir ermittelten Tatsachen; 
denn seine Versuchsanordnung war eben die friiher allgemein 
iibliche, die ein entscheidendes Resultat in der besprochenen 
Richtung nicht ergeben konnte. Ob die Glycolsiiure bei Zufuhr 
groberer Gaben nicht doch eine Vermehrung der Oxalsiiure- 
ausscheidung veranlabt, mub jedenfalls durch neue Unter- 
suchungen noch festgestellt werden. Die Tatsache, dab des 
Athylenglycol iiber Glycolsiiure und iiber Oxalsiiure verbrannt 
wird, spricht allerdings in hohem Mabe dafiir. Denn es  er- 
scheint mir die Vorstellung etwa sehr gezwungen zu sein, dal 
ein Teil des Glycols tiber Glycolsiiure und nun weiter nicht 
iiber Oxalsiiure verbrannt werden soll, wiihrend ein anderer 
Teil, ohne die Zwischenstufe der Glycolsiiure zu berthren, iiber 
Oxalsiiure oxydiert wird. Viel glaubhafter scheint es, dab 
zuniichst die eine primiire Alkoholgruppe zur Carboxylgruppe 
oxydiert wird 

CH,OH =COOH 
CH,Otk CH,OH 
und dafi bei der so entstandenen Glycolsiiure die Oxydation 
wiederum an der primiiren Alkoholgruppe angreift) und zur 
Oxalsiiure fiihrt. 
COOH COOH 
CH,OH ==> _ COOH 
Die erste Etappe dieses Prozesses ist durch den Uber- 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, XNXVIIL. 10 
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gang des Glycols in die Glycolsiiure direkt bewiesen, die 
zweite Etappe, die Oxydation der Glycolsiiure zur Oxalsiiure, 
findet ihr volliges Analogon in der 6-Kohlenstoffreihe durch 
die von mir experimentell festgestellte Umwandlung der Glucon- 
siiure (die der Glycolsiiure entspricht) in die (der Oxalsiiure 
korrespondierenden) Zuckersiiure. 

COOH COOH 

(CHOH), (CHOH), 

CH,OH COOH. 


Digestionsversuche mit Leberbrei. 


Im an die mitgeteilten Ergebnisse habe ich 
liber Versuche zu berichten, durch die ich feststellen wollte, 
ob die Leber bei der Oxydation des Glycols in aktiver Weise 
beteiligt ist. Da ich nachgewiesen hatte,!) dai Zufuhr von 
Glucuronsiiure, die eine erhebliche Vermehrung der Oxalsiiure- 
ausscheidung hervorruft, zu emer Anhiiufung von Oxalsiiure 
in der Leber fiihrt, und dab die Kaninchenleber imstande ist, 
Glucuronsiiure zur Oxalsiiure zu oxydieren, so war es nahe- 
liegend, auch das Verhalten der Leber zum Athylenglyeol, das 
ebenfalls in Oxalsiiure tibergeht, zu priifen. Meine diesbeziig- 
lichen Versuche haben ein durchweg negatives Resultat  er- 
eeben. In vier der friiher beschriebenen Versuche gelang es 
mir niemals, in der Leber des 24 Stunden nach Zufuhr des 
Glycols Tieres Oxalsiiure nachzuweisen. (Dab die 
Leber normaler Kaninchen praktisch oxalsiiurefrei ist, hatte 
ich schon frither festgestellt.} 

Bei den Digestionsversuchen mit Leberbrei bin ich genau 
so wie bei den erwihnten Glucuronsiiureversuchen vorgegangen. 
Es wurden stets zwei normale Kaninchenlebern unmittelbar 
nach Totung der Tiere zu einem Brei verrieben, der 
eleichmiibig gemischte Leberbrei in) zwei gleiche Portionen 
geteilt. Portion wurde mit 400 Chloroformwasser und 
1.0 ¢ Glycol im Bratschrank digeriert, Portion If ohne Glycol- 
zusatz als Kontrollversuch in derselben Weise behandelt. 
Auch diese Versuche fiihrten zu einem negativen Ergebnis. 


1) P. Mayer, l. 
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Ich habe die Digestion 10, 24 und 48 Stunden andauern lassen, 
aber niemals Oxalsiiure in der Leber auffinden kinnen. 

Daraus geht hervor, daf die Kaninchenleber zwar 
Glucuronsiure zu Oxalsiiure zu oxydieren vermag, diese 
Fiithigkeit aber fiir das Athylenglycol nicht besitzt. Dieser 
Unterschied in dem Verhalten gegeniiber zwei Substanzen, 
die beide im Tierkérper in Oxalsiiure iibergehen, beansprucht 
ein besonderes Interesse. Denn er zeigt, dab die einzelnen 
Organe in verschiedener Weise an den intermediiiren Oxy- 
dationsvorgiingen beteiligt sein miissen, ein Gedanke, den 
schon Pohl bei seinen Versuchen mit dem Glycol ausspricht, 
wenn er sagt, dali moglicherweise nicht alle Organe das 
Athylenglycol gleichmiibig verarbeiten, und der bereits bei dem 
Studium iiber den intermediiiren Harnsiiurestoflwechsel zur 
Feststellung wichtiger Tatsachen gefiihrt hat. (Wiener, 
Spitzer.)!) Weitere Versuche ergaben, dali die Leber auch 
nicht imstande ist, Glycol zur Glycolsiiure zu oxydieren. *) 

Vielleicht ist der von mir nach Zufuhr t6dlicher Mengen 
Glycol erhobene befund von Oxalsiiurekrystallen in der Niere 
ein Fingerzeig dafiir, dafi den Nieren die Aufgabe zufiilll, das 
Athylenglycol zur Oxalsiiure zu oxydieren. Es muti Aufgabe 
1) H. Wiener, Arch. f. exp. Pathol., Bd. 42, 1899; Beitriige zur 
chem. Physiol. u. Pathol., IL, 1902, 1—3. Spitzer, Verhandl. d. Kongr. 
f. innere Mediz. 1899. 

2) Bei den Versuchen, in der Leber Glycolsiiure durch Darstellung 
ihres Phenylhydrazids nachzuweisen, habe ich die folgende interessante 
Beobachtung gemacht: Als ich zu einem wiisserigen Leberextrakt. der 
sehr reichlich Glycogen enthielt, Phenylhydrazin zusetzte, entstand taomen- 
fan ein voluminéser weiher Niederschlag, der bei Zusatz von mehr 
Phenylhydrazin konstant zunahm, sodafi die Losung in wenigen Minuten 
zu einem dicken Krystallbrei erstarrte. Da ich dieses Verhalten niematls 
her glycogenarmen Lebern beobachtet hatte. konnte dasselbe nur durch 
das Glycogen hervorgerufen worden sein. Und in der Tat zeigen reine 
Glycogenlésungen ganz das gleiche Verhalten gegen Phenylhydrazin. Die 
abgesaugten Krvstalle zerfliehen schon an der Luft, und ihre niihere 
Untersuchung ergab, es sich um krystallinisch ausgeschiedenes 
Vhenvlhydrazin handelt. Ob diese Ausfillung des Phenyvlhvdrazins mit 
dem colloiden Charakter des Glycogens zusammenhiingt, habe ich nicht 
untersucht. 
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weiterer Untersuchungen sein, diese Verhiiltnisse aufzukliiren. 
Sicher scheint es mir, dali gerade bei den Kohlehydraten 
derartige Organversuche fiir das Studium der intermediiiren 
Stoffwechselvorgiinge von grober Bedeutung sein werden. 


B. Glycolaldehyd. 
Darstellung des Zuckers. 

Physiologische Untersuchungen mit dem Zucker der 
2-Kohlenstoffreihe sind bisher nicht ausgefiihrt worden. Ich 
habe zur Gewinnung desselben verschiedene Methoden beniitzt. 
Das neueste Verfahren von Fenton,!) das auf der Oxydation 
der Weinsiiure beruht, ist so schwierig zu handhaben, dab 
ich auf die Darstellung gréberer Mengen nach dieser Methode 
verzichten mubte. Auch die andere von Fenton?) angegebene 
Methode, die auf der Oxydation des Glycols mit Wasserstoff- 
superoxyd und Ferrosulfat basiert, erwies sich als nicht rationell, 
da der zwar reichlich entstehende Aldehyd sich nicht in be- 
friedigender Weise von den verunreinigenden Salzen trennen 
Nun haben Fischer und Landsteiner?) zuerst wiisserige 
Losungen des 2-Kohlenstoffzuckers, ausgehend vom Monobrom- 
aldehyd CH, Br-CHO-CH,OH-COH dargestellt, aber den Zucker 
ebensowenlg rein erhalten, wie Markwald und Ellinger,?) 
die vom Glycolacetal CH,OH-CH(OC,H,), ausgingen. Inzwischen 
haben nun Wohl und Neuberg®) Beispiel des iihn- 
licher Weise empfindlichen Glycerinaldehyds gezeigt, dab man 
durch geeignete Spaltung des entsprechenden Acetals leicht 
den reinen Zucker darstellen kann; und diese Methode habe 
ich auf das Glycolacetal tibertragen. Sie besteht in Einwirkung 
schr verdiinnter H,SO, in der Kilte auf den genannten Korper, 
wobei er glatt) Alkohol und Glycolaldehyd zerfallt. Das 
Glycolacetal selbst kann nun, wie ich gefunden habe, auf ein- 
facherem Wege gewonnen werden, als man es friher dar- 

1) Fenton, Journ. Chem. Soc. 67, 774, 1895 u. 75, 575, 1899. 

2) Fenton, Journ. Chem. Soc. 7), 1, 1899. 

3) Fischer u. Landsteiner, Ber. d. chem. Ges., Bd. 25, 1892. 

4) Markwald u. Ellinger, Ber. d. chem. Ges., Bd. 25, 1892. 

» Wohl u. Neuberg, Ber. d. chem. Ges., Bd. 33, 1900. 
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gestellt hat. Am = Beispiel des 8-Brompropionacetals sowie 
B-Brombutyracetals haben Wohl und Emmerich,') resp. Woh! 
und Frank?) gezeigt, daf der Ersatz des Halogens gegen 
Hydroxyl sich viel leichter und vollstiindiger als durch Erhitzen 
mit alkoholischem Kali durch Erwiirmen mit wiisserigem Kali 
ausfiihren libt, wenn man nur durch gleichzeitiges Schiitteln 
fiir innige Beriihrung des unldslichen Acetals mit der wiisserigen 
Lauge Sorge triigt. Herr Professor Alfred Wohl, dem ich 
auch an dieser Stelle fiir seine mannigfachen Ratschliige sowie 
die giitige Unterstiitzung, welche er mir bei der Darstellung 
dieses Ausgangsmaterials angedeihen lie}, meinen verbind- 
lichsten Dank aussprechen moéchte, gestattete mir in liebens- 
wirdigster Weise die Bentitzung des von ihm konstruierten 
kupfernen Schiittelautoklaven, in welchem das kiiufliche Chlor- 
acetal mit °/, der theoretisch erforderlichen Menge Kalium- 
hydroxyd, gel6st in der 30fachen Menge Wasser, 40 Stunden 
lang bei einer Temperatur von 140° geschiittelt wurde. Nach 
dieser Zeit war alles Acetal in Lésung gegangen. Um aus 
dem hellgelb gefiirbten Filtrat das Oxvacetal zu isolieren, 
wurde die gesamte Fliissigkeit mit Pottasche gesiittigt, und 
das noch in ihr vorhandene freie Alkali durch Einleiten von 
CO, in Carbonat verwandelt. Dabei schied sich das Glycol- 
acetal zum Teil als Olschicht ab, wiihrend der geliste Rest 
nunmehr mit Ather aus der carbonatgesiittigten Lisung leicht 
zu extrahieren war. Das freiwillig abgeschiedene Acetal 
wurde mit dem durch Verdunstung der Atherausziige  ge- 
wonnenen vereinigt. frischgegliihtem Kaliumearbonat 
getrocknet und fraktioniert destilliert. Die bei 167° iiber- 
gehende Fraktion enthielt die gesuchte Verbindung. Die 
Schwierigkeit, den Glycolaldehyd aus dem so gewonnenen Ace- 
tal abzuscheiden, beruht darauf, dal derselbe mit Wiasser- 
dampfen leicht fliichtig ist. Da nun fiir die vorliegenden 
Zwecke die Darstellung in krystallisiertem Zustande unnotig 
ist, habe ich mich bemiiht, die Zerlegung des Acetals so zu 
leiten, dafi eine nachfolgende Konzentration und der mit ciner 


1) Wohl u. Emmerich, Ber. d. chem. Ges.. Bd. 33, 1900. 


2; Wohl u. Frank, Ber. d. chem. Ges... Bd. 35, 1902. 
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solchen unweigerlich verbundene Verlust an Aldehyd_ ver- 
mieden wurde. Zu diesem Zweck wurde das Acetal in der 
dreifachen Menge Wasser mit 1), Normal-H,SO, suspendiert. 
Bei der geringen Loslichkeit des Acetals in Wasser erfolgt die 
Spaltung nur schwer; sie muf daher durch éfteres Schiitteln, 
am besten auf der Maschine unterstiitzt werden. Wenn alles 
in Losung gegangen ist, wozu 2—3 Tage erforderlich sind, 
ist die Spaltung des Acetals vollzogen. Man neutralisiert mit 
BaCO,, und erhiilt im Filtrat der Baryumsalze eine reine, ver- 
hiiltnismibig konzentrierte Losung des Zuckers, aus der 
man Spuren noch unveriinderten Acetals durch Ather  aus- 
schiitteln. kann. 

Auch auf anderem Wege habe ich eine rationelle Dar- 
stellung des Glycolaldehyds, ausgehend vom Acetal, versucht, 
indem ich die Hydrolyse der letztgenannten Verbindung unter 
Ausschluf von tiberschiissigem Wasser vorgenommen habe. 
Hierzu cignen sich natiirlich nicht L6sungen von Mineralsiéure 
in Alkohol, die keine Spaltung des Acetals bewirken, wohl 
aber solche in Aceton, da die niederen Zucker keine Aceton- 
verbindungen geben kénnen. Es wurde das Acetal mit der 
zehnfachen Menge Aceton versetzt, das die zur Hydrolyse 
theoretisch erforderliche Menge Wasser und 1°/) H,SO, enthalt. 
Diese letztere mul unter Kiskiithlung in das Aceton eingetragen 
werden, da sich sonst Verfiirbung einstellt. Wenn nach mehr- 
tiigigem Stehen kriiftige Reduktion vorhanden ist, neutralisiert 
man mit BaCO, und destilliert das Aceton ab. hinter- 
bleibt der Zucker gemischt mit unveriindertem Acetal, dessen 
vollstiindige Spaltung auf diesem Wege nicht zu erzielen ist. 
Nach Zusatz von etwas Wasser libt sich letzteres mit Ather 
aus der ZuekerlOsung aussehiitteln. 

Der Gehalt der auf dem einen oder anderen Wege resul- 
tierenden Losung von Glycolaldehyd wurde durch Titration 
ermittelt, wobei der von Fenton an krystallisiertem Material 
vefundene Reduktionswert (60 Gewichtsteile Zucker —= 128 
Gewichtsteile Cu) zugrunde gelegt wurde. 

Durch mannigfache Vorversuche habe ich so grosse 
Einbube an Material erlitten, daBb mir sehlieblich nur eine Lé- 
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sung von 55 ccm, die 33 g Glycolaldehyd enthielt, blieb, und 
ich bitte, es der grossen Miihe und Schwierigkeit der Material- 
herstellung zugute zu halten, wenn ich infolgedessen zuniichst 
nur tiber wenige physiologische Versuche berichten kann. 


Versuche. 


Die Oxydationsprodukte, die bei der Verbrennung des 
Glycolaldehyds auftreten kénnten, sind, wie bereits erwiihnt, 
Glycolsiure, Glyoxylsiiure und Oxalsiiure. Es muss aber noch 
an eine andere Modglichkeit gedacht werden. niimlich 
Fischer und Landsteiner!) festgestellt haben, dass der 
2-Kohlenstofizucker durch Einwirkung von Alkali relativ leicht 
in Tetrose und zwar nach den Ermittelungen Neubergs ®) in 
i-Aldoerythrose tibergeht, so musste mit der Moglichkeit ge- 
rechnet werden, dab im Organismus eine Kondensation des 
Glyeolaldehyds zur Tetrose stattfindet, und es war daher 
notwendig, auch auf eine eventuelle Ausscheidung eines 
4-Kohlenstofizuckers zu achten, der mit dem Phenylhydrazin 
bei 8—1LOstiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade eine Ver- 
bindung vom Schmelzpunkt 166 bis 168° liefert (Fischer und 
Landsteiner). 

Da mir nur ein beschriinktes Material zur Verfiigung 
stand, habe ich zuniichst darauf verzichten miissen, die Oxal- 
siitureausscheidung nach Zufuhr von Glycolaldehyd unter- 
suchen, und habe mein Augenmerk nur auf die erwiihnten 
Zwischenprodukte gerichtet. Da bei Zufuhr per os erfahrungs- 
gemib Dosen notwendig sind, um einen Ubertritt. von 
intermediiiren Stoffen zu erzwingen, habe ich, um keinen un- 
notigen Verlust des kostbaren Zuckers zu haben, den Glycol- 
aldehyd ausschlieblich subkutan verabreicht. 

Versuch 1.) Kaninchen von 2330 ¢ erhiilt subkutan 5 g 
(ilycolaldehyd. Das Tier macht wiihrend der niichsten Stunden 
einen apathischen Eindruck, erholt sich jedoch und bleibt am 
Leben. 


1) KE. Fischer und Landsteiner, Ber. d. chem. Ges., Bd. 25, 1802. 
2, C. Neuberg, Ber. d. chem. Ges.. Bd. 35, 1902. 
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Harn (24 Stunden): 180 ccm. 

Reaktion: schwach alkalisch. 

Reduktion: wie normaler Kaninchenharn. 

Giirung : negatiy. 

Drehung: inaktiy. 

Der negative Ausfall der Reduktionsprobe (auch nach 
Konzentration des Harns auf 70 cem) zeigt, dai der Harn 
weder Glyeolaldehyd, noch Glyoxylsiiure, noch Tetrose enthiilt. 
Auch Glycolsiiure konnte mittels Phenylhydrazin nicht nach- 
gewiesen werden. Das Tier hat also keines der moglichen 
Zwischenprodukte ausgeschieden. Ob eine Oxalsiurevermehrung 
auftrat, ist nicht untersucht. 

Versuch 2. Kaninchen von 2470 g erhiilt 10 g Glycol- 
aldehyd unter die Haut gespritzt. Einige Kubikcentimeter der ersten 
nach 20 Minuten entleerten Harnportion zeigen starkste Reduktion. 
Das Tier ist apathisch und fribt nichts, zeigt aber sonst wiah- 
rend der niichsten Stunden kein absonderliches Verhalten. 
Am _ niichsten Morgen wird es tot im Kiifig aufgefunden. Es 
muh 10—15 Stunden gelebt haben. Der wiihrend dieser 
Zeit entleerte Harn (70 cem) zeigt folgendes Verhalten: 

Reaktion: schwach sauer. 

Reduktion: auferordentlich stark. 

Giirung: sehr stark (ein Garungsréhrchen vergiirt in 15 Minuten 
vollstiindig). 

Drehung: -- 4,4°o (auf Traubenzucker berechnet). 

Mittels Phenylhydrazin laéBt sich das typische Glucosazon 
vom Schmelzpunkt 205° isolieren. Es ist also Traubenzucker 
und zwar in eimer Menge von 38 g ausgeschieden worden. 
Nach der Vergiirung ist der Harn inaktiv, reduziert nicht 
und liefert keine) Phenylhydrazinverbindung. Glycolaldehyd, 
Glycolsiiure, Glyoxylsiiure und Tetrose sind also nicht im 
Harn enthalten. 

Der Glycolaldehyd hat also in einer Dosis von 10 g bei 
subkutaner Zufuhr den Tod des Tieres herbeigefiihrt. Ob der 
Glycolaldehyvd als) soleher die Giftwirkung entfaltet. oder in 
Oxalsiiure tibergeht und somit eine Oxalsiiurevergiftung herbei- 
fiihrt, Hibt sich nicht entscheiden, zumal ich die Oxalsiiure- 
ausscheidung nicht untersucht habe. Die Leber des Tiere 
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enthielt keine Oxalsiiure. Besonders auffallend ist das 
Auftreten von 3g Glucose im Harn, und bemerkens- 
wert erscheint es, dah schon in der ersten, 20 Minuten 
nach Einspritzung des Glycolaldehyds entleerten Harn- 
portion Traubenzucker vorhanden war. 


Versuch 3. Kaninchen von 2090 g enthiilt 8 g Glycol- 
aldehyd subkutan und bleibt am Leben. 

Harn (24 Stunden): 120 cm. 

Reaktion: amphoter. 

Reduktion: stark. 

Giirung: positiv. 

Drehung: + 0,7°/o. 

Das Tier hat somit nach Zufuhr von & ¢g Glycol- 
aldehyd 0,84 g Traubenzucker ausgeschieden. Glycol- 
aldehyd, Glycolsiiure, Glyoxylsiiure und  Tetrose 
konnten in dem vergorenen Harn nicht nachgewiesen 
werden. 

Versuch 4.) Dasselbe Kaninchen wie in Versuch 1 
erhiill subkutan 8 g Glycolaldehyd. Das Tier bleibt am Leben. 

Harn (24 Stunden): 160 ccm. 

Reaktion: schwach alkalisch. 

Reduktion: positiv. 

Giirung: positiv. 

Drehung: + 05°). 

Das Kaninchen hat 0.8 g Glucose ausgeschieden.!) 
Aus dem vergorenen Harn, der inaktiv ist und nicht reduziert, 
laéBt sich keine Phenylhydrazinverbindung darstellen. Es ent- 
stehen nur ganz geringe Mengen eines Osazons, die vielleicht 
auf Spuren ausgeschiedenen Glycolaldehyds bezogen werden 
diirfen, jedoch nicht sicher identifiziert werden  konnten, 
Irgendwie erheblichere Mengen einer anderen Substanz als 
Traubenzucker sind jedenfalls nicht ausgeschieden worden. 
Auf Oxalsiiurevermehrung wurde allerdings auch hier nicht 
untersucht. 

Ich verhehle mir nun keineswegs, dali die mitgeteilten 
Versuche noch kein abschliebendes Urteil tiber das Verhalten 


1) Der Harn des niichsten Tages war ebenso wie in Versuch 3 
zuckerfrei. 
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des Glycolaldehyds erméglichen. Als feststehend hat sich 
jedoch ergeben, dab 5¢ subkutan eingefiihrten Glycol- 
aldehyds im Organismus des Kaninchens anscheinend 
glatt verbrennen, dab, eventuell auber der Oxalsiiure, 
deren Ausscheidung ich nicht untersucht habe, keine 
intermediiiren Produkte ausgeschieden werden. Die 
doppelte Menge des Zuckers, 10 g sind fiir Kaninchen 
bereits so giftig, dab sie den Tod des Tieres herbei- 
fihren, und veranlassen die Ausscheidung relativ 
grober Mengen von Traubenzucker. Nach subkutaner 
Zufuhr von 8 g bleiben die Tiere am Leben, scheiden 
aber ebenfalls Traubenzucker, wenn auch in viel ge- 
ringerer Menge, aus. Glycolsiiure, Glyoxylsiiure und 
Tetrose treten im Harn nicht auf. 

Ks erhebt sich nun die Frage: Wie soll die Aus- 
scheidung von Traubenzucker nach Zufuhr von Glycol- 
aldehyd erkliirt werden? Es ist bekannt, dab gerade 
Kaninchen auf verschiedene Eingriffe nicht selten mit einer 
Glycosurie reagieren. Jedoch ist zu betonen, daf das Einspritzen 
einer an sich indifferenten, neutralen Losung unter die Haut nach 
den bisherigen Erfahrungen niemals zu einer Zuckerausscheidung 
fiihrt. Die bisweilen nach Zufuhr von Kohlehydratderivaten 
auftretenden Glycosurien diirften sich am = zwanglosesten als 
Siiureglycosurien ansprechen lassen. So habe ich selbst nach 
Darreichung von Glucuronsiiure die Ausscheidung von Trauben- 
zucker im Harn von Kaninchen beobachtet und diese Glycosurie 
im Sinne einer Siiureglycosurie gedeutet. Man konnte daher 
geneigt sein, auch das Auftreten von Glucose nach Glycol- 
aldehydzutuhr in iihnlicher Weise aufzufassen, zumal die Méglich- 
keit’ vorliegt, dab der Glyeolaldehyd zu einer gesteigerten 
Bildung von Oxalsiiture Veranlassung gibt, sodab eine direkte 
Siurewirkung auf die Organe statthaben kénnte. 

Indes scheint mir diese Auffassung hier doch nicht am 
Platze zu sein. Bet friiheren Untersuchungen hatte ich naeh 
Kinverleibung von Kohlehydratsiiuren doch selten und 
dann nur in sehr geringer Menge Traubenzucker im = Harn 
auftreten schen. Dal die aus denselben entstehende Oxalsiiure 
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die Glycosurie hervorruft, halte ich nicht fiir wahrscheinlich, 
da eine Reihe von Substanzen, die zu einer betriichtlichen 
Steigerung der Oxalsiiureausscheidung fiihren, wie das in dieser 
Arbeit besprochene Athylenglycol, in keiner Weise eine Glyco- 
surie hervorrufen. Ich modchte daher auch fiir die nach 
Glucuronsiiure und Zuckersiiure bisweilen von mir beobachtete 
Zuckerausscheidung nicht die gebildete Oxalsiiure, sondern 
vielmehr diese Siituren selbst verantwortlich machen. 
Uberhaupt ist es kaum denkbar, dafi die durch den 
Glycolaldehyd hervorgerufene Ausscheidung von Traubenzucker 
auf der Wirkung der etwa aus dem Glycolaldehyd gebildeten 
Oxalsiiure beruht; denn die Ausscheidung von Glucose erfolgt 
so rasch, schon 20 Minuten nach Zufuhr des Glycolaldehyds, 
dab es in dieser kurzen Zeit noch kaum zur Bildung erheb- 
licherer Mengen von Siiure gekommen sein kann. Der Glycol- 
aldehyd diirfte also wohl als solcher die Glycosurie veranlassen, 
und da er an sich keine Séiurewirkung entfalten kann, halte 
ich es fiir das Wahrscheinlichste, dafi der Trauben- 
zucker direkt aus dem Glycolaldehyd gebildet, dab 
also der Glycolaldehyd im Organismus zu Trauben- 
zucker kondensiert wird. Diese Annahme erscheint um 
so plausibler, wenn man erwiigt, wie leicht der 2-Kohlenstoff- 
zucker extra corpus durch Alkalien in Tetrose tibergefiihrt') 
und weiterhin zur Hexose kondensiert wird, ja diese Umwand- 
lung schon durch einfaches Erwiirmen?) erfiibrt und dabei in 
einen Zucker tibergeht, den Fenton und Jackson) als B-Acrose 
anzusprechen geneigt sind. Dab der aut diese Weise durch 
Aneinanderlagerung dreier Molekiile Glycolaldehyd gebildete 
Traubenzucker (aus 10¢ Glycolaldehyd kénnen durch Kon- 
densation 10 g¢ Glucose werden) zum groben Teil der Ver- 
brennung entgeht, so dafii ein Teil im Harn erscheint, 
sich erkliiren, sobald man annimmt, dab die Oxydations- 
kraft des Tieres durch die Giftwirkung des Glycolaldehyds so 


) EK. Fischer u. Landsteiner, e¢. 
2) Fenton, Journ. chem. Soc., 71, 1897, S. 375. 
3) Fenton u. Jackson, chem. News, SO, 177. 
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geschwiicht ist, dab selbst solche Mengen von Traubenzucker, 
die es unter normalen Bedingungen glatt verbrennt, nicht 
vollstiindig oxydiert werden kénnen. 

Wenn ich auch auf Grund der vorstehenden Erwiigungen 
der Anschauung zuneige, daf der Glycolaldehyd im Kaninchen- 
leibe zur Glucose kondensiert wird, so méchte ich doch betonen, 
dab ein exakter Beweis hierfiir bisher nicht vorliegt. Ein 
solcher ist allerdings sehr schwer zu erbringen und vielleicht 
nur dann einwandsfrei geliefert, wenn auch bei einem glycogen- 
frei gemachten Tier nach Zufuhr von Glycolaldehyd erhebliche 
Mengen von Traubenzucker im Harne_ auftreten. Diesen 
Versuch, den ich wegen Erschépfung meines Materials leider 
nicht mehr ausfiihren konnte, mu ich auf eine spiitere Zeit 
verschieben. Des weiteren moéchte ich mir analoge Versuche 
in der Reihe des Glycerinaldehyds vorbehalten. Denn dieser 
Zucker konnte gleichfalls im Organismus direkt zu Trauben- 
zucker werden, und er ist bekanntlich in den Hiinden Emil 
Fischers das historische Material fiir die Traubenzucker- 
synthese gewesen. 
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Uber den Nachweis des Broms im Harn. 


Von 


E. Salkowski. 


(Aus dem chem. Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 9%. April 1903. 


In meinem Prakticum der physiologischen patho- 
logischen Chemie!) und auch friiher schon in verschiedenen 
Auflagen des im Verlage von Hirschwald_ erscheinenden 


Medizinalkalenders — dieser Zusatz ist notwendig, da es eine 
ganze Anzahl Medizinalkalender gibt — habe ich fiir die 


Untersuchung des Harns auf Bromalkali die Vorschrift gegeben, 
10—20 ecm Harn mit kohlensaurem Natron zu alkalisieren, 
mit etwa 3g Kalisalpeter zu versetzen, einzudampfen und zu 
schmelzen. Weiterhin heibt es daselbst: «Nach dem Erkalten 
wird die Schmelze in Wasser gelist, mit Salzsiiure stark 
angesiiuert (nicht Schwefelsiiure), dann mit Chloroform. ge- 
schiittelt: das Chloroform fairbt sich gelb. Bleibt die Fiirbung 
aus, so setzt man zur Sicherheit noch etwas Chlorwasser hinzu 
und schiittelt abermals». Wo die Vorschrift, Salzsiiure allein 
hinzuzusetzen und nicht auch Chlorwasser — die augenscheinlich 
auf der Annahme beruht, dafi aus der Salzsiiure unter diesen 
Umstiinden Chlor frei wird —, herstammt, ob von mir selbst oder 
aus der Literatur, vermag ich, da die erste Angabe hieriiber 
sicher mehr als 20 Jahre zuriickliegt, nicht zu sagen, es lohnt 
auch nicht der Mihe, dariiber Nachforschungen anzustellen. 
Es hat sich nun gezeigt, dab diese Vorschrift unter 
Umstiinden zu Irrtiimern fiihren kann, welche in einem eigen- 
tiimlichen Verhalten des Natrium- oder Kaliumnitrits begriindet 


1) Erste Auflage 1893, S. 231. 
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sind, das — wie es scheint — bisher unbekannt geblieben ist. 
Versetzt man eine 2—-5° oige LOsung von Natriumnitrit mit 
etwa dem gleichen Volumen Salzsiiure von 1,12 D, so erhiilt 
man eine gelbgefiirbte Fltissigkeit, schiittelt man sie dann mit 
Chloroform oder Schwefelkohlenstoff, so firben sich diese 
letzteren genau so gelb, wie unter gleichen Umstiinden bei 
Gegenwart von Bromalkali und Chlor, ') 

Ks kann also direkt Brom vorgetiiuscht werden, wenn 
man sich, wie tiblich, auf die Farbenerscheinung allein ver- 
lift. ks ist nun allerdings sehr leicht, sich davon zu iiber- 
zeugen, dah diese Fiirbung nicht auf Bromgehalt beruht. 
Zu dem Zweck fiillt man das Reagensglas voll destilliertes 
Wasser, giebt dasselbe, so gut es geht, ab, indem man das 
Mittheben des Schwefelkohlenstoffs tunlichst vermeidet — oder 
saugt das Wasser mit der Pipette ab — und wiederholt dieses 
Verfahren noch einmal, oder man fiihrt ein Glasrohr, das 
durch einen Gummischlauch mit einem Wasserbehiilter oder 
auch mit der Wasserleitung verbunden ist, bis nahe an die 
Oberfliche des Schwefelkohlenstolfs und labt vorsichtig Wasser 
einstromen und tiberlaufen. Schon wahrend dieser Operation 
— bei schwiicherer Nitritlbsung —, jedenfalls aber beim Durch- 
sehiitteln mit Wasser entfirbt sich der Schwefelkohlenstoff, 
wiihrend dieses bei einer richtigen Bromreaktion nicht der 
Tall ist. 

Mischt man nun etwa gleiche Volumina einer 1°/oigen 
Bromkaliumlésung und 5°/oigen Natriumnitrithbsung und setzt 
das gleiche Volumen (bezogen auf die Mischung) Salzsiiure 
hinzu, schiittelt mit Schwefelkohlenstoff (oder Chloroform) und 
hehandelt die erhaltene gelbgefiirbte Schwefelkohlenstofflosung 
mit Wasser, so wird sie véllig entfiirbt. Daraus folgt, 
dab ein Gemisch von Natriumnitrit und Salzsiiture aus Brom- 


1) Ist die Natriumnitritlhbsunge konzentrierter. so wird sie bei Salz- 
siiurezusatz intensiv blau, vermutlich von Salpetrigsiureanhydrid. Die 
blaue Farbe verschwindet schneli, mitunter aber hiilt sie sich so lange, 


dafi§ man Zeit hat. die Losung mit Chloroform oder Schwefelkohlenstoff 


zuoschiitteln. Diese Losungsmittel fairben sich dann unter Entfiirbung 
der Fliissigkeit bis blau. 
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kalium kein Brom freimacht, also zum Nachweis desselben 
nicht brauchbar ist. 

Es fragt sich nun, ob sich bei Ausfiihrung der oben 
angegebenen Vorschrift an genuinem Harn soviel Nitrit bildet, 
daf dadurch Brom vorgetiiuscht werden kann. Das ist bei 
etwas unvorsichtigem Arbeiten — starkes Erhitzen — in 
eklatanter Weise der Fall, aber auch bei vorsichtigem noch 
merklich. Nun ist dieses scheinbare Brom allerdings durch 
die angegebene Behandlung leicht vom wirklichen zu unter- 
scheiden: da diese Priifung des gelbgefiirbten Broms aber 
bisher nicht ausgefiihrt worden ist, so unterliegt es keinem 
Zweifel, dafi die Vorschrift, falls sie angewendet ist, zu 
Tiiuschungen gefiihrt haben kann. 

Weiterhin fragt es sich, ob die in der iiblichen Weise 
angestellte Reaktion mit Chlorwasser bei Gegenwart von 
Nitriten richtige Resultate gibt. Das ist nun aulfallenderweise 
nicht oder nur in sehr beschriinktem Grade der Fall. 

Mischt man gleiche Volumina 1°/oiger Bromkaliumlosung 
und 5°/oiger Natriumnitritlbsung — etwa Je 5—% cem —, setzt 
das gleiche Volumen Salzsiiure hinzu (immer bezogen auf die 
Mischung), dann etwas Chlorwasser und Schwefelkohlenstoff, so 
fiirbt sich der Schwefelkohlenstoff zwar gelb, wird aber durch 
Behandlung mit Wasser entfiirbt, verhilt sich also so, als 
ob kein bromkalium vorhanden wiire, vermutlich infolge von 
Oxydation des Broms zu Bromsiiure. Ebenso entfiirbt sich der 
gelbgefiirbte Schwefelkohlenstoff, der von einer normalen Brom- 
reaktion stammt, wenn man thn mit Natriumnitrit) und 
Salzsiiure, dann mit Wasser behandelt. 

Geht man bei 1°/o Bromkaliumgehalt mit der Konzentration 
der Nitritlsung bis auf 1°/o herunter, so gelingt der Nachweis des 
Broms, indessen ist die Reaktion doch merklich schwiicher, wie in 
reiner Bromkaliumlosung. Eine Konzentration von 1/5 Brom- 
kalium oder auch nur !/, °/o ist nun fiir den Harn eine so hohe, dali 
sie praktisch garnicht in Betracht kommt. Die Reaktion mubte 
also mit schwiicherer L6sung versucht werden. Hierbei zeigt es 
sich, dab O,1° 0 KBr-Gehalt so ziemlich die Grenze ist, bei welcher 
die Reaktion bei Gegenwart von NatriumnitritlOsung 
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allenfalls noch gelingt, vorausgesetzt, dafi man etwa 4 ccm 
der O.1° oigen Bromkaliumlésung, 4 ecm 1°/oige Nitritldsung 
und & ccm Salzsiiure anwendet. 

Versetzt man eine Nitrithosung nur mit wenig Salzsiure, 
Schwefelsiure oder Salpetersiiure, so tritt die oben erwihnte 
Gelbfiirbung nicht ein. Es lag nahe, anzunehmen, dab der 
Nachweis mit Chlorwasser besser gelingen méchte, wenn man 
nicht viel Salzsiiure anwendet, sondern nur eine kleine 
Quantitiit der genannten Siiuren. Das ist aber nicht der 
Fall — im Gegenteil, der Nachweis scheint damit noch schlechter 
zu gehen. 

Fiir den Nachweis im Harn folgt daraus zuniichst, dab 
man die Bildung von Nitrit beim Schmelzen moglichst hintan- 
zuhalten suchen, d.h. méglichst schwach erhitzen mu, damit 
sich zu der unvermeidlichen Nitritbildung nicht noch eine 
vermeidbare addiert. Dazu triigt auch die Verringerung des 
Zusatzes an WKalisalpeter bei: 1 g statt 5 g reicht jedenfalls 
aus. Das ist auch aus dem Grunde vorzuziehen, weil man 
bei Anwendung von 1 g Salpeter die ganze Schmelze in 8 
bis 10 com Wasser J6sen kann, was bei 3 g Salpeter nicht 
moglich ist, wenigstens nicht bei Zimmertemperatur. Bei der 
Herstellung der Schmelze verfiihrt man zweckmiibig so, dab 
man den mit einigen Tropfen Natriumcarbonatlosung alkali- 
sierten Harn — 10 eem —— in der Platinschale auf dem Wasser- 
bad bis auf wenige Tropfen verdampft und dann erst den 
Salpeter hinzufiigt, oder besser — wenn auch etwas umstiind- 
licher — ganz verdampft und verkohlt, dann einige Tropfen 
Wasser und 1 ¢ Salpeter hinzusetzt und aufs neue erhitzt. 
Sehr weitgehend ist die Feinheit des Verfahrens aber auch 
so nicht: eine geringere Quantitiit wie héchstens 0,01 KBr 
in 10 cem Harn kann man damit nicht mehr nachweisen. 
Das ist nicht als ausreichend anzusehen, da die angegebenen 
Verhiiltnisse etwa 1 bis 142 g KBr in der 24stiindigen Harn- 
menge entsprechen. 

Unvergleichlich besser und. sicherer ist das Resultat, 
wenn man auf die Anwendung des Kaliumnitrats ganz ver- 
zichtet und den beim Eindampfen des etwas alkalisierten Harns 
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erhaltenen Riickstand einfach vorsichtig verkohlt, wie dieses 
Rabuteau schon vor langen Jahren empfohlen hat, und dann 
die riickstiindige Kohle mit einigen Kubikeentimetern Wasser 
extrahiert. Bei der grofen Loéslichkeit des Bromkaliums ist es 
gar nicht einmal ndtig, die Kohle zu verreiben, Das hat den 
Vorteil, dai man den Auszug nicht zu filtrieren braucht, son- 
dern einfach von der Kohle abgieben kann. 

Ist der Bromegehalt irgend erheblich, etwa 0,5 ¢ KBr im 
Liter Harn, so geniigt 1 com Harn (entsprechend 0,5 mg KBr) 
zum Nachweis. Man kann in diesem Falle den Harn mit 
einem Tropfen Natriumearbonatlésung direkt tiber der Flamme 
im Platinschiilehen eindampfen und verkohlen, indem man die 
Schale mit der Zange hiilt und vorsichtig tiber der Flamme 
hin und herschwenkt, dann so lange erhitat, bis keine Diimpfe 
mehr entweichen. Da die Jodreaktion bedeutend feiner ist, 
als die Bromreaktion, so ist der Vorsehlag von Sticker,') 
das im Schwefelkohlenstoff gel6ste Brom durch seine Ein- 
wirkung auf Jodkaliuml6sung zu identifizieren, sehr beachtens- 
wert. Es ist dabei allerdings besondere Sorgfalt und Vorsicht 
notig, damit man nicht durch etwa in der Reaktionsfliissigkeit 
noch vorhandenes Chlor getiiuscht werde. Sticker verfiihrt 
dabei so, dafh er das bromhaltige Chloroform — er verwendet 
Chloroform — auf dem Filter mit Wasser wiischt. Ich halte es 
fiir notwendig, sich jedesmal davon zu tiberzeugen, dab die wiisse- 
rige Fliissigkeit nicht auf Jodkalium einwirkt. Zu dem Zweeck 
wird der bromhaltige Schwefelkohlenstoff in der beschriebenen 
Weise mit Wasser gewaschen, dann einige Kubikcentimeter 
der iiberstehenden Fliissigkeit durch ein angefeuchtetes Filter 
filtriert, das Filtrat mit ein wenig Jodkaliumlésung und etwas 
Schwefelkohlenstoff versetzt; der Schwefelkohlenstoff mub beim 
Schiitteln vollig farblos bieiben. (Sollte sich der Schwefel- 
kohlenstoff rosa oder violett fiirben, so mub man das Waschen des 
bromhaltigen Schwefelkohlenstoffes fortsetzen.) Nunmehr giebt 
man diese Mischung in das Reagensglas, das die angebliche 
Bromreaktion enthalt; riihrt die Gelbfiirbung des Schwefel- 


1) Zeitschr. f. klin. Mediz., Bd. 45, Heft 5 u. 6. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVIIL 11 
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kohlenstoffs in der Tat von Brom her, so firbt sich nun- 
mehr der Schwefelkohlenstoff rosa bis violett. 

Wenn der Bromgehalt geringer ist, etwa 0,1 g KBr im 
Liter, mufi man eine etwas grofere Quantitiit Harn, etwa 5 
bis 10 com nehmen, die dann vor dem Verkohlen im Wasser- 
bad zur Trockne zu dampfen sind. Eine solche Empfindlich- 
keit geniigt fiir praktische Zwecke. 

Sie libt sich natiirlich leicht weiter steigern, indem man 
erObere Mengen Harn verwendet und von der gréSeren Los- 
lichkeit des Bromkaliums gegeniiber dem Chlornatrium in Al- 
kohol Gebrauch macht. Quantitative Versuche habe ich hier- 
mit nicht angestellt, da dem Beditrfnis mit dem angegebenen 
Verfahren im allgemeinen gentigt ist. 

Dagegen habe ich bei dieser Gelegenheit einige Versuche 
dariiber angestellt, ob der normale Harn, wie Rabuteau be- 
hauptet hat, Spuren von Brom enthiilt. 

900 com sehr konzentrierter Harn von 1031 D eines In- 
dividuums, welches niemals Bromalkali eingenommen hatte, 
wurden eingedampft, verkohlt, die Kohle mit Wasser ausge- 
kocht und filtriert, das gelbliche Filtrat nochmals eingedampftt 
und bei gelinder Temperatur verascht. Die zuriickbleibende etwas 
kohlehaltige Salzmasse wurde in einer Reibsechale zu einem 
feinen Pulver zerrieben, dieses wiederholt im Kolben mit Alko- 
hol ausgekocht, filtriert, die alkoholischen Ausziige eingedamptt. 
Der gesamte Riiekstand liste sich — etwas triib — in etwa 
10 com Wasser. Die Priifung der Losung auf Brom fiel giinz- 
lich negativ aus. 

Bei einem zweiten Individuaum wurde ein etwas anderer 
Weg eingeschlagen. 

| Liter Harn von 1017 D wurde eingedampft und mit 
Alkohol extraliert, der alkoholische Auszug verdunstet und mit 
absolutem Alkohol aufgyenommen. Bei der relativen Leicht- 
loslichkeit des KBr in Alkohol ist bestimmt darauf zu rechnen, 
dali etwas vorhandene Spuren von Kbr in den zweiten 
alkoholischen Auszug tbergehen. Der Auszug wurde ver- 
dunstet und verkohlt, die Kohle mit heibem Wasser extra- 
hiert, filtriert und eingedamptt. Da die Asche dieses Mal na- 
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tiirlich sehr gering war, lief sich die Losung bis auf 10 eem 
eindampfen. Die Bromreaktion von diesem Auszug fiel nega- 
tiv aus. 

Das Brom ist also jedenfalls kein konstanter Harn- 
bestandteil. Es wird aber ganz von der Reinheit des auf- 
genommenen Kochsalzes abhiingen, ob der Harn Brom enthiilt 
oder nicht, und so mag denn die positiv lautende Angabe von 
Rabuteau fiir die von ihm beobachteten Individuen durch- 
aus richtig sein. 

Gegen die einfache Verkohlung des Harnriickstaiudes hat 
Sticker (l. ¢.) eingewendet, dab man auch aus normalem 
Harn einen etwas gelb  gefiairblten Schwefelkohlenstolf resp. 
Chloroformauszug erhilt. Das kann allerdings vorkommen, 
aber nur dann, wenn der Auszug der Kohle gelb gefiirbt ist. 
Das liibt sich jedoch in der Regel vermeiden, jedenfalls ist es 
unbedingt erforderlich, dafi der Auszug farblos ist. 

Selbstverstiindlich setzt das Verfahren voraus, dal der 
zu untersuchende Harn weder organisch gebundenes Brom, 
noch Bromsiiure enthiilt, welche gleichfalls, wenigstens zum 
Teil, als Bromalkali erscheinen wiirde. 

Fiir den Nachweis der Bromwasserstoffsiiure neben or- 
ganisch gebundenem Brom im Harn sich erklirlicherweise 
eine allgemein giillige Vorschrift nicht geben. manchen 
Fiillen wird man zweckmiébig Chlor- und Bromwasserstoffsiiure 
mit Silbernitrat ausfiillen und das Brom im Silberniederschlag 
suchen. Das ist selbstverstiindlich nicht angiingig, wenn die 
organische Bromverbindung schwerlosliche Silberverbindungen 
bildet. 

Bei der Aufsuchung des Broms im Silberniederschlag ist 
die Anwendung von Kalisalpeter ebenso zu vermeiden, wie bei 
der Einiischerung des Harns selbst. Man verreibt vielmehr 
den gut ausgewaschenen und getrockneten Silberniederschlag 
sorgfiiltig mit dem mehrfachen Volumen (etwa dem 1! 2fachen 
des Gewichts) kohlensaurem Natronkalis und erhitzt die Mischung 
im Porzellantiegel bis zum Schmelzen, lost die Schmelze in 
heibem Wasser, filtriert vom Silber ab, dampft bis auf 
ca. 10 cem ein und stellt die Reaktion in der gewohnlichen 
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Weise durch Ansiiuren mit Salzsiiure, Zusatz von Chlorwasser 
und Ausschiitteln mit Schwefelkohlenstoff an. 

Bei einem Harn, der 0,5 g KBr im Liter enthiilt, ge- 
niigen 10ccm, um so eine starke Bromreaktion zu bekommen. 
Enthalt der Harn weniger, z. B. O.O1 °/o, so nimmt man zweck- 
miibig 50 eem, fiillt vollig mit Silbernitrat aus ete. Die 
Schmelze lost man in Wasser, filtriert, dampft stark ein und 
extrahiert mit’ Alkohol, verdunstet den alkoholischen Auszug 
und stellt mit dem Riickstand die Reaktion an. Einfacher 
wiire es, die Schmelze nach dem Erkalten direkt zu pulvern 
und mit Alkohol auszukochen, jedoch lift sich die Schmelze 
nicht gut eimigermaben vollstiindig aus dem Tiegel heraus- 
bringen. Will man so verfahren, dann ist es schon besser, 
den Tiegel zu opfern, ihn samt der Schmelze zu zerkleinern 
und das Pulver im Kolben mit 90°/oigem Alkohol heib zu 
extrahieren, 


Sep 
| 
ed 
aks 
ee 


Uber den Nachweis von Jod und Brom im Harn. 
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Dr. Prowan Catheart aus Glasgow. 
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zu Seite 165 dieses Bandes: 


Der Naiume des Verfassers ist 


Dr. Provan Catheart — nicht Prowan Catheart. 


wiesen, mul} aber auch diese mit ciniger Vorsicht vornelimen, 


1) Zeitschr. f. kl. Med. Bd. 45, Heft 5 u. 6. 
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Weise durch Ansiiuren mit Salzsiure, Zusatz von Chlorwasser 
und Ausschiitteln mit Schwefelkohlenstoff an. 

Bei einem Harn, der 0,5 g KBr im Liter enthiilt, ge- 
niigen 10ccm, um so eine starke Bromreaktion zu bekommen. 
Enthalt der Harn weniger, z. B. O.O1 °/o, so nimmt man zweck- 
mibig 50 cem, fiillt vollig mit Silbernitrat aus ete. Die 
Schmelze lOst man in Wasser, filtriert, dampft stark ein und 
extrahiert mit) Alkohol, verdunstet den alkoholischen Auszug 
und stellt mit dem Riickstand die Reaktion an.  Finfacher 
wiire es, die Schmelze nach dem Erkalten direkt zu pulvern 
und mit Alkohol auszukochen, jedoch labt sich die Schmelze 
nicht gut einigermafen vollstiindig aus dem Tiegel heraus- 
bringen. Will man so verfahren, dann ist es schon besser, 
den Tiegel zu opfern, ihn samt der Schmelze zu zerkleinern 
und das Pulver im Kolben mit 90°/oigem Alkohol heib zu 
extrahieren, 
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Der Name des Verfassers ist 
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Uber den Nachweis von Jod und Brom im Harn. 
V Von 


Dr. Prowan Catheart aus Glasgow. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. April 1903.) 


In einer vor kurzem erschienenen Arbeit «Die Nach- 
weisung des broms im Harn und Speichel» hat Sticker!) wa. 
ausgefiihrt, der Nachweis des broms keineswegs so leicht 
sel, wie man in der Regel annimmt, und namentlich nicht so 
leicht, wie der des Jods. Stieker hat damit unzweifelhaft 
Recht. Die Ursache davon liegt einerseits darin, dal die 
bromreaktion lange nicht so charakteristisch ist, wie die Jod- 
reaktion, andererseits darin, dal das Brom weit energischer 
auf organische Substanzen wirkt, durch diese gebunden wird, 
wie das Jod. Aus diesen Griinden gelingt der Nachweis des 
Jods im Harn direkt leicht, der des Broms entweder garnicht 
oder nur bei sehr grofem Gehalt von Bromalkali. Zum Nach- 
weis irgend kleinerer Mengen Brom ist, wenn man sich des 
in der analytischen Chemie tiblichen Verfahrens bedienen will, 
stets die Zerstérung der organischen Substanz erforderlich. 
Hierzu kann man sich des Schmelzens des Harnriickstandes 
init Soda und Salpeter bedienen, indessen hat es sich gezeigt 
(siehe die vorhergehende Mitteilung von E. Salkowski), dab 
die Gegenwart von Nitrit in der Schmelze, die natiirlich unver- 
meidlich ist, den Nachweis des bBroms cinerseits erheblich 
stort, andererseits Brom vortiiuschen kann, wo es nicht vor- 
handen ist. Man ist also auf die einfache Verkohlung ange- 
wiesen, mul} aber auch diese mit einiger Vorsicht vornehmen, 


1) Zeitschr. f. kl. Med. Bd. 45, Heft 5 u. 6. 
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da sich sonst Bromkalium resp. -natrium verfliichtigen kann. 
Der Nachweis ist in dem wiisserigen Auszug der Kohle zu 
machen. Ich bemerke beziiglich desselben noch, dal ftir den 
Nachweis von Brom Schwefelkohlenstoff mehr geeignet zu sein 
scheint, wie Chloroform, man muf nur darauf achten, dal er 
absolut farblos ist, was nicht immer der Fall ist. 

Die Schwierigkeiten wachsen noch, wenn der Harn gleich- 
zeitig Jod enthiilt. Nach den gewohnlichen Angaben soll in 
diesem Fall bei Zusatz von wenig Chlorwasser zu der ange- 
siiuerten Losung der Schwefelkohlenstoff sich violett fiirben, bei 
Zusatz von mehr Chlorwasser und Umschiitteln die violette 
Fiirbung allmihlich verschwinden und der gelben des Broms 
Platz machen. Allein so typisch verlaufen die Erscheinungen 
bei den diinnen Losungen, um die es sich hier handelt, durchaus 
nicht immer, man bekommt vielmehr in der Regel eine briun- 
liche Mischfarbe und wenn man nun viel Chlorwasser anwendet, 
so kann es kommen, dai die Fiirbung ganz verschwindet, 
indem das Brom zu Bromsiiure oxydiert wird. 

Ich habe mich bemiiht, Unterscheidungsmerkmale 
zwischen Jod und Brom zu finden, und es ist mir dieses durch 
Anwendung von Petroleumiither gelungen. 

Stellt man cine Reaktion mit Jodkaliumlosung an — immer 
diinne Losungen vorausgesetzt —, versetzt dann die fertige 
Reaktionsmischung mit ca. 1 cem Petroleumather, welcher auf 
der Oberfliiche bleibt, schiittelt durch und wartet ein wenig, 
so sammelt sich bald der schwefelkohlenstoffhaltige Petroleum- 
iitther an der Oberfliiche der wiisserigen Fliissigkeit, durch Jod 
rosa bis violett gefiirbt, an. Macht man denselben Versuch 
mit Brom, so ist der schwefelkohlenstoffhaltige Petroleumiither 
ganz farblos, augenscheinlich weil das Brom durch die Kohlen- 
wasserstoffe gebunden wird. Man kann also auf diesem Wege 
in Mischungen das Jod mit seiner charakteristisch reinen Farbe 
demonstrieren, Hat man mehr Chlorwasser genommen, so 
kann auch der schwelelkohlenstoffhaltige Petroleumiither ganz 
farblos werden, aber auch in diesem Falle libt sich das Jod, 
wie ich gefunden habe, auf folgendem Wege nachweisen. Man 
versetzt. die Probe nachtriiglich mit ea. 1 cem Wasserstoff- 
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superoxyd von der gebriiuchlichen Stirke, dann mit 1—2 Tropfen 
Natronlauge und schiittelt durch. Alsbald sammelt sich der 
Petroleumiither wieder an der Oberfliiche, nunmehr aber durch 
Jod violett oder rosa gefiirbt: auch die schwiichste Rosafiirbung 
ist beweisend. Eine Erkliirung fiir diese seltsame Erscheinung 
mul} ich vorliufig schuldig bleiben. 

Es gelingt auf diesem Wege, noch in einem Harn, welcher 
0.0125 °/o Bromkalium und 0,005 °/o Jodkalium enthiilt, Jod und 
Brom nebeneinander nachzuweisen, wenn man 5 ecm Harn 
anwendet und diesen verkohit. 

Die Jodreaktion allein ist bekanntlich viel empfindlicher. 
Wenn man 10 cem Harn anwendet und diesen verkohlt, so 
kann man KJ noch auf dem gewohnlichen Wege nachweisen, 
wenn im Harn nur 0,0005 °/o davon enthalten sind, d. h. 5 mg 
in 1 Liter. 

Nun hat Sticker gegen die einfache Verkohlung ein- 
gewendet, dali der wiisserige Auszug der Kohle oft gelb gefarbt 
sei und diese Fiirbung in den Schwefelkohlenstoff resp. das 
Chloroform tibergehe. Es liabt sich nicht leugnen, dah dieses 
mitunter eintritt, namentlich wenn der Harn = zufillig sehr 
konzentriert ist, indessen verhiilt sich diese Fiirbung bei der 
Petroleumiitherprobe anders: sie geht zuniichst in den Petroleum- 
iitther tiber, was beim Brom nicht der Fall ist, beim Stehen 
entfiirbt sich dann der Petroleumiither und es scheiden 
briitunliche Hiiutchen zwischen der wiisserigen  Fltissigkeit 
und dem Petroleumiither aus. Abgesehen davon, kann man 
ja auch durch die Jodkaliumprobe (siehe die vorhergehende 
Mitteilung) entscheiden, ob die Gelbfirbung des Schwefel- 
kohlenstoffs vom Brom herriihrt oder nicht. 

Im Anschluf daran habe ich noch zwei fiir den Nach- 
weis von brom resp. jod und Brom angegebene Farben- 
reaktionen gepriift, niimlich 1. die von Jolles, 2. die 
von Baubigny und Carnot angegebene, die Sticker als 
Carnotsche empfiehlt. 

Die Probe von Jolles.*) die aut der Violettfarbung von mit 


1, Zeitschr. f. analyt. Chem. Bd. 37, 3. 459. 
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salzsaurem Dimethylparaphenylendiamin getriinktem Papier be- 
ruht, soll nach folgender Vorschrift ausgefiihrt werden: «10 c¢em 
des Harns werden in einem enghalsigen K6lbchen mit Schwefel- 
siiure angesiiuert und Kaliumpermanganat im Uberschu (also 
bis zur Rotlirbung) zugesetzt. In den Hals des Koélbchens 
wird ein angefeuchteter Streifen des p-Dimethylphenylendiamin- 
Papiers cingeschoben und das Kolbchen auf dem Wasserbad 
erwiirmt: bet Anwesenheit selbst von Spuren von Brom ent- 
steht auf dem Papier die charakteristische Fiirbung>». 

Nach der Angabe von Jolles ist die Probe aufher- 
ordentlich empfindlich und gestattet, noch die Anwesenheit von 
0,001 ¢ Bromnatrium in 100 cem Harn zu erkennen. Ferner 
soll sich die entsprechende Jodreaktion dadurch von der Brom- 
reaktion unterscheiden, dab sie weit schwiicher auftritt und 
einen gelbbraunen Ring hervorruft, sodab selbst Spuren von 
Brom neben groberen Mengen von Jod deutlich nachgewiesen 
werden konnen. Fiir den Nachweis von Brom sollen ferner 
Jodverbindungen fast) garnicht in) Betracht kommen, weil 
die Jodide bet der Kinwirkung von Schwefelsiiure und Kalium- 
permanganat auf dem Wasserbad grobtenteils zu Jodsiiure 
oxydiert werden. 

Meine Erfahrungen mit dieser Probe stimmen nicht ganz 
mit den Angaben von Jolles iiberein. 

Nehmen wir den einfachsten Fall, dai Jod sicher nicht 
vorhanden ist und es) sich nur darum handelt, die Frage zu 
entscheiden, ob Brom vorhanden ist oder nicht, so mub ich 
zugeben, dal die Probe fiir klinische Zwecke bei einiger Ubung 
eut und brauchbar ist; sie empfiehlt sich auberdem auch durch 
ihre Einfachheit. Handelt es sich aber um sehr kleine Mengen 
von Bromkalium, selbst das Zehnfache der von Jolles ange- 
gebenen Quantitiit, also in 100 eem Harn, so stellt sich 
eine sehr bedenkliche Unsicherheit ein, Sehr unangenehm ist. 
sich das mit der oigen) Lésung von Dimethyl- 
p-Phenylendiaminchlorhydrat getriinkte Papier schon von selbst 
an der Luft rosa firbt, noch mehr, wenn man die Probe mit 
normialem Harn austell. Es ist, wenn man zwei Proben 
desselben Harns vor sich hat, von denen die eine mit Klemen 
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Mengen Bromkalium versetzt ist, die andere nicht, sehr schwer, 
wenn nicht unmoglich, mit Sicherheit zu unterscheiden, welches 
der normale Harn ist, welches der bromkaliumhaltige. Ferner 
weicht die Fiirbung, welche das Papier bet Anwesenheit) von 
Jodkalium im Harn annimmt, so wenig von der durch das 
Brom bewirkten ab — sie ist mehr schiefergrau —, dab mir 
eine Erkennung von brom neben Jod nicht moéglich war. 
Ganz dasselbe gill von einer iihnlichen Probe mit 
Fluorescein, die Sticker empfichit. Sticker bezeichnet diese 
Probe als die Carnotsche, indessen ist von Carnot?!) nur 
die Anwendung vou Chromsiiure und Schwefelsiiure zum Frei- 
machen des Broms angegeben, von Baubigny?) riihrt die 
Empfehlung des Fluoresceins zur Erkennung des Broms her. 
Die Probe wird ebenso angestellt, wie die von Jolles. 
Man versetzt den im Kolben befindlichen Harn mit ein wenig 
Chromsiiure, siiuert mit) Schwefelsiiure an und erhitzt, nach- 
dem man einen Streifen Fluoresceinpapier (Fluorescein in 
40 —50° oiger Essigsiiure gelést, damit Streifen Filtrierpapier 
getrankt und an der Luft leicht getrocknet) in den Hals des 
Kolbens eingeschoben oder als Kappe iiber die Miindung 
geleet hat. Ber Gegenwart von Brom tritt Rotfirbung ein 
unter Bildung von Eosin. An der Luft fiirbt sich das gelbe Kosin- 
papier hicht von selbst rbtlich, aber eine leichte Rosafirbung 
gibt auch normaler Harn und schwach brombhailtiger (etwa 
0.02%/o KBrj, auch nicht mehr als eine solche, man bei 
leichter Rosafiirbung ganz im Unsichern dariiber bleibt, ob Brom 
vorhanden ist oder nicht. Worauf die leichte Rosafiirbung bet 
normalem Harn beruht, vermag ich nicht zu sagen. Ich kann 
mich daher der warmen Empfehlung dieser Probe von Sticker 
nicht anschlieben. Die Probe ist bequem, aber bei geringem 
Gehalt zweideutig: sicht man eine leichte Rosafirbung schon 
als beweisend an, dann liiuft man Gefahr, tiberall Brom zu 
finden, auch wo es garnicht da ist, hilt man nur eime aus- 
gepriigte Firbung fiir beweisend, dann ist) die Probe nicht 
fein genug. 
1) Compt. rend. de I’Ac. des Sc. Bd. 126, S. 181. 


2) Ebendas. Bd. 125. S. 65-4. 
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Eine Methode zur Darstellung des Cytosins. 
Von 
Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1903.) 


Bereits im Juni 1901 ist von mir eine zuverliissige 
Methode zur Darstellung des Cytosins in den Sitzungsberichten 
der Gesellschaft zur BefOrderung der gesamten Naturwissen- 
schaften zu Marburg verOffentlicht worden. Ich gebe zuniichst 
die damals erfolgte Publikation wieder. Dieselbe lautet: 

«Sonderabdruck aus den Sitzungsberichten der Gesell- 
schaft zur Beforderung der gesamten Naturwissenschaften zu 
Marburg, Nr. 7, Juni 1901: 

Herr Fr. Kutscher hielt sodann seinen angekiindigten 
Vortrag tiber: Eine Methode zur Darstellung des Cytosins. 

Als ein’ Hauptbestandteil des Zellkerns wurde von 
Miescher ein’ komplizierter, phosphorhaltiger Eiweibkorper 
erkannt und isoliert, den Miescher?!) Nuclein nannte. Es 
gclang zuerst Altmann, denselben in seine beiden Komponenten 
in die prosthetische Gruppe, von Altmann?) als Nucleinsiiure 
bezeichnet, sowie natives Eiweifi zu zerlegen. Nachdem dann 
weiter hauptsiichlich Kossel und seine Schiller unter den 
Spalltungsprodukten der Nucleinsiiure eine Reihe von Korpern 
nachwiesen, die der Harnsiiure auberordentlich nahe stehen, 
niimlich Nanthin, Hypoxanthin, Adenin und Guanin, wandte sich 


1) Die histochemischen und physiol. Arbeiten von Fr. Miesc her. 
2) Archiv fiir Anatomie und Physiologie, physiol. Abt., Jahrgang 
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das Interesse hauptsiichlich der prosthetischen Gruppe des 
Nucleins, der Nucleinsiiure, zu. 

Der Gedanke, in dem Nuclein resp. der Nucleinsiiure des 
Kérpers die Muttersubstanz der normalerweise Harn 
der Warmbliiter als Stoffwechselprodukt abgeschiedenen Harn- 
siiure und Purinbasen zu suchen, lag nahe, und die Mehrzahl 
der Arbeiten, welche sich mit der Nucleinsiiure befabten, suchte 
durch Stoffwechselversuche das Verhiiltnis kliiren, in 
dem das Korpernuclein zu der im Harn_ erscheinenden 
Harnsiiure steht. Dagegen beschriinkten sich die Arbeiten, 
die darauf ausgingen, den bekannten, wohl charakterisierten 
Spaltungsprodukten der Nucleinsiiure, es waren das Phosphor- 
siiure und die Nucleinbasen, weitere hinzuzufiigen, lange Zeit 
nur auf eine von Kossel in Gemeinschaft mit A. Neumann ') 
bekanntgegebene Veroffentlichung. In ihrer Arbeit lieben 
Kossel und Neumann auf die Nucleinsiiure verschiedene 
Spaltungsmittel unter wechselnden Bedingungen — einwirken. 
Dabei erwies es sich schlieflich am vorteilhaftesten, wenn 
sie die Nucleinsiiure mit 30°/oiger Schwefelsiiure unter einem 
Druck von 4 Atmosphiiren zersetzten. ‘Sie zerstorten auf 
diese Weise die Nucleinbasen und schufen fiir die Isolierung 
der iibrigen Spaltungsprodukte der Nucleinsiiure ecinfachere 
Bedingungen. Mit dieser Methode erhielten sie dann Am- 
moniak, eine neue Base «Cytosin», weiter Thymin (Methyl- 
dioxypvrimidin), Ameisensiiure, Liivulinsiiure und Phosphor- 
saure. 

Es ist mir nun gelungen, ein Verfahren auszuarbeiten, 
das gestattet, das Cytosin leicht und glatt zu isolieren und 
die Spaltungsprodukte der Nucleinsiiure weiter aufzuteilen, als 
das bisher moéglich war. 

Die Nucleinsiure wurde von mir eben- 
falls durch 30°/oige Schwefelsiiure unter Druck zersetzt und die 
Spaltungsprodukte darauf durch Fiillung mit Phosphorwolfram- 
siiure nach dem Vorgange von Kossel und Neumann ®) in 


1) Berichte der deutschen chem. Gesellseh., Bd. 27. S. 2215. 
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zwei grobe Fraktionen geteilt. [eh will) mit Fraktion I die 
Phosphorwolframfillung bezeichnen. Diese wurde durch Baryt 
zersetzt. Darauf wurde die Fliissigkeit, welche die durch den 
Barvt freigemachten Korper enthalten mubte, mit Salpetersiiure 
schwach angesiiuert und mil starker SilbernitratlOsung versetzt, 
Die reichlich entstehende Fillung, ich will diese als Fiillung I 
bezeichnen, enthielt nur Huminsubstanzen. Das Filtrat) von 
Fillung wurde weiter mit) Silbernitratlbsung versetzt, bis 
eine Probe davon in gesiittigtem Barytwasser neben weiben, 
organischen Silberverbindungen braunes Silberoxvd fallen  lieh. 
Darauf wurde das Ganze mit Baryt gesiittigt. Die dadureh 
bewirkte Fiillung will ich als Fiillung IT bezeichnen. Eine 
Probe des Filtrats von Fiillung He erwies sich bei der Probe 
frei von Substanzen, die durch Phosphorwolframsiiure — sich 
abscheiden lieben. Ks war also der gesamte Rest der durch 
Phosphorwolframsiiure fiillbaren Korper quantitativ in 
eingetreten. Nach Zersetzung durch Schwefelwasserstoff lief 
Fiillung I glatt) das Cytosin auskrystallisieren. Demselben 
war in Spuren beigemengt ein basischer Korper, der durch 
Pikrinsiiure von der letzten Krystallfraktion des Cytosins ohne 
Schwierigkeit) abgetrennt werden konnte. Auf Grund vor- 
stehender Versuche sich zur Zeit sagen, dal aus der 
Thymusnucleinsiiure bei der von Kossel und Neumann ge- 
withlten Spaltungsmethode basischen, durch Phosphor- 
wolframsiiure fiillbaren Substanzen der Hauptsache nach nur 
Cytosin entsteht. Auch aus zersetater Hefenucleinsaiure — mir 
standen Mutterlaugen zur Verfiigung, aus denen das fiir Hefe- 
nucleinsiure Ccharakteristische Uracil (Dioxypyrimidin) durch 
Krvstallisation abgeschieden war — konnte ich durch Pikrin- 
siiure eine Base abscheiden, die mit dem Cytosin aus Thymus- 
nucleinsiiure identisch zu sein scheint. 

Aus der zweiten groben Fraktion, welche die Summe der 
durch Phosphorwollramsiiure nicht) abscheidbaren Spaltungs- 
produkte der Nucleinsiiure enthielt, entfernte ich die Schwetel- 
siiure sowie Phosphorwolframsiiure durch Baryt, atherte sie 
aus und konzentrierte die ausgeiitherte Fliissigkeit. Dabei 
schied sich bis auf Spuren das Thymin ab. Die Mutterlauge 
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vom Thymin wurde darauf von mir mit Silbernitrat und Baryt 
gefiillt.4) Nachdem die Silberfillang durch Schwetelwasserstoff 
zersetzt worden war, lief sich aus ihr leicht eine gut krystalli- 
sierende Substanz darstellen. Dieselbe war durch Phosphor- 
wolframsiiure nicht fallbar, also kein Cytosin, aber auch kein 
Thymin, da sie sich nicht sublimieren lieb. Sie mub daher 
ein neues bisher unbekanntes Spaltungsprodukt Thymus- 
nucleinsiiure sein. Aus 30 ¢ Thymusnucleinsiiure vermochte 
ich von dieser Substanz ca. 0,5 ¢ zu gewinnen. Uber dieselbe 
werde ich weiter arbeiten, sobaid ich mir gréfpere Mengen 
von Thymusnucleinsiiure verschalft haben werde. 

Zur Entdeckune der vorstehenden  geschilderten 
Methode verhalf mir ein giinstiger Zufall. Von Herrm Dr. Steude] 
waren mir bei seiner Ubersiedelung nach Heidelberg betriicht- 
liche Mengen eines Sirups geschenkt, der die Mutterlaugen von 
Thymin darstellte. Das Thymin war von Steudel zu seinen 
Arbeilen tiber die Konstitution des genannten Korpers aus 
Heringstestikeln dargestellt worden, die nach den Angaben 
von Kossel und Neumann mit Schwefelsiiure unter Druck 
gespalten waren. 

Das Thymin war darauf aus den Zersetzungsfliissigkeiten 
nach Entfernung der Sehwefelsiiture und der in schwach 
salpetersaurer Losung durch Silbernitrat fiillbaren Substanzen, 
durch Silbernitrat und iiberschiissiges Barytwasser, niederge- 
schlagen worden. Die Silberfiillung war durch Schwefelwasser- 
stoff zersetzt und das Thymin durch Krystallisation abgeschieden. 

Die Mutterlaugen hiervon, die hauptsichlich Arginin hiitten 
enthalten miissen, steliten das Geschenk von Steudel an 
mich dar. 

Als ich dieselben nach einigen Wochen besichtigte, hatten 
sich aus ihnen harte, ziemlich schwer lésliche Krystalle ab- 

1) Nachtriigliche Bemerkung. Das Filtrat dieser silberfillung ent- 
hiilt die Liivulinsiiure. Das liivulinsaure Silber, das an sich schwer l6s- 
lich ist, wird durch tiberschiissiges Barytwasser vollig zersetzt. Daher 
findet man die Liivulinsiiure schlieMlich im Filtrat obiger Silberfaillung. 
Sie liftt sich daraus durch geeignete Mafnahmen ebenfalls als Silber- 
verbindung gewinnen. 
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gesetzt. Dieselben lieben sich nicht ohne Schwierigkeit von der 
dickfliissigen Mutterlauge absaugen. Ich hielt sie zuniichst 
fiir Thymin, bei néherer Untersuchung ergab sich aber, dab 
sie durch Phosphorwolframséure fiillbar waren und reichliche 
Mengen Salpetersiiure enthielten. Wegen ihrer Schwerléslich- 
keit sprach ich sie darauf fiir inaktives, neutrales Argininnitrat 
an. Sie lieferten aber im Gegensatz zum Argininnitrat mit 
Natriumpikrat ein sehr schwer losliches Pikrat. Darauf stellte 
ich die freie Base dar, indem ich das salpetersaure Salz in 
moOglichst wenig siedendem Wasser lOste und die siedende 
Kliissigkeit mit Ammoniak stark tibersiittigte. Beim Erkalten 
schied sich die freie Base namentlich nach Zugabe von Alko- 
hol bis auf geringe Keste aus der Fliissigkeit in weiben, 
gliinzenden Bliittern ab. Sie besali alle Eigenschaften, die von 
Kossel und Neumann?) als charakteristisch fiir das Cytosin 
angegeben waren, und ich sprach sie daher fiir diese Base 
an. Da mir, wie geschildert, die Gewinnung des Materials, 
aus dem das salpetersaure Cytosin” krystallisierte, bekannt 
war, so lag klar auf der Hand, dai das Cytosin wie das 
Thymin und Uracil durch Silbernitrat und barytwasser in 
Form einer in iiberschiissigem Barytwasser unloslichen Silber- 
verbindung gewonnen werden kann. Damit war die Methode 
fiir die Darstellung des Cytosins gegeben. Ich probte dann 
die Zuverliissigkeit, der Methode an Thymusnucleinsiiure. Auch 
aus der Thymusnucleinsiiure konnte ich nun planmabig den 
gleichen Kérper) gewinnen, den ich vorher zufallig isoliert 
hatte. 

Das Cytosin, das ich aus dem geschenkten Material so- 
wie nachtriiglich aus der Thymusnucleinsiiure isolierte, gab 
ich an Steudel und nahm Abstand, weiter dariiber zu 
arbeiten. Aus diesem Grunde habe ich auch keine ausftihr- 
lichen Analysen gemacht. Nur eine Platinbestimmung im 
Platindoppelsalz und eine Stickstoffbestimmung im Pikrat habe 
ich damals ausgefiihrt. O1074 g Platinsalz gaben 0,0329 g 
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Platin = 30.64% Pt. — ¢ Pikrat gaben bei 740 mm 
Ba. und 15°C. an Stickstoff 32.4 ecem = 25.25%o N.?!) 


Nachdem nunmehr von Kossel und Steudel 2) die Kon- 
stitution des Cytosins vollkommen gekliirt ist, glaubte ich 
meine friiher publizierte Methode iiber Isolierung des Cytosins 
noch einmal auch in dieser allgemein bekannten Zeitschrift 
verOflentlichen zu sollen und mochte daran einige weitere Aus- 
fiihrungen kniipfen. 

Die Methode ist natiirlich, einmal im Prinzip festgestellt. 
einer Modifikation fiihig. Man kann, sobald es sich um die 
Isolierung des Cytosins aus zicmlich reiner Nucleinsiiure handelt, 
auch folgendermaben vorgehen. Nachdem die Nucleinsiiure 
nach Kossel und Neumann mit Schwefelsiiure. unter Druck 
gespalten und die Schwefelsiiure durch Barvt entfernt, das 
Ammoniak ausgetrieben ist, fillt man bet schwaech  salpeter- 
saurer Reaktion der Fltissigkeit mit Silbernitrat eine Fraktion I, 
die hauptsiichlich aus Huminsubstanzen besteht und verworfen 
werden kann. Das Filtrat von Fraktion | wird nach Zugabe 
gcniigender Silbernitratmengen mit Baryt gesiittigt. Die jetzt 
entstehende Silberfiillung (Fiillung Ih), die hauptsiichlich Cytosin, 
Thymin und Uracil enthiilt, kann durch Schwefelwasserstolf 
bei Gegenwart von Schwefelsiiure zersetzt und nach Entfernung 
des Schwefelsilbers mit Phosphorwolframsiiure ausgefiillt werden. 
In die Phosphorwolframfillang kann nach meinen Feststellungen 
in der Hauptsache pur Cytosin und wenig Huminsubstanz 
gehen. Aus der Phosphorwolframfillung laibt sich dann nach 
deren Zersetzung durch Baryt die freie Base gewinnen. Das 
Filtrat von Fiillung HW enthélt die Liivulinsiiure. 

Weiter waren mir von Steude! geringe Mengen siruposer 
Massen hinterlassen, die von Hefenucleinsiiure stammten. Sie 
waren in ganz iihnlicher Weise gewonnen, wie jene aus den 
Heringstestikeln restierenden, die zur Darstellung des Cytosins 

1) Diese Zahlen haben natiirlich erst durch die neuen Arbeiten 
von Kossel und Steudel, durch die die Formel des Cytosins festgelegt 
worden ist, Wert erhalten. Sie zeigen jetzt, dafs ich in der Tat reeht 
reines Material in Hiinden gehabt haben muf. 

Diese Zeitschrift, Bd. Heft 2 und 4. 
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gefiihrt hatten. Aus ihnen krvstallisierte ebenfalls das salpeter- 
saure Salz einer Base. In meinem Voritrag iiuberte ich mich 
dahin, wahrscheinlich ein Korper vorlige, der mit dem 
Cytosin aus Thymusnucleinsiure identisch sei. Ich hatte nur 
geringe Mengen der fraglichen Base erhalten. Nachdem_ ich 
sie in thr schwer l6sliches Pikrat tibergefiihrt hatte, erhielt 
ich einige Dezigramm des Pikrates. Mir fiel allerdings schon 
bei der Darstellung des Pikrates auf, dab seine Nadeln weit 
kiirzer und plumper waren, als jene des Cytlosinpikrates aus 
Thymusnucleinsiiure. Deshalb habe ich mich in meinem Vor- 
trag beziiglich der Identitit des Cytosins aus Thymus- und 
Hefenucleinsiiure nicht bestimmt ausgesprochen, 

Bald nach dem Vortrage habe ich Analysen des Pikrates 
vorgenommen. Ich habe zwei untereinander gut stimmende 
Stickstoffbestimmungen mit demselben ausgefiihrt, 

I. Substanz gaben bet 744mm Bar. u. 15°C. an Stickstoff 
34.0 ccm = 27 

Il. ¢ Substanz gaben bei 746 mm Bar. u. C. an Stickstoff 
56,0 cem == 238,052). 

Dieselben zeigen, dab diese Substanz nicht mit dem von 
Kossel und Steudel analysierten Cytosin, dessen Forme! 
dank den Arbeiten dieser beiden Forscher sicher bestimmt 
ist, Identisch sein kann. Wahrscheinlich hier ein Korper 
vor, der sich durch eine Amidogruppe von dem durch Kossel 
und Steudel analysierten Cytosin unterscheidet. 

Fir 
C,H,ON,-C,H,0,N, C,H,ON, - C,H,0,N, 
ber.: N==26,75% ber.: N= 27,61% IIN =28,059/0 

Um meine Ansicht vollkommen zu erhiirten, wiire aller- 
dings noch eine C- und H-Bestimmung notwendig. Ich habe 
datiir Material, bin aber noch einige Zeit verhindert, sie aus- 
zutfithren. Doch bleibt auch schon jetzt. fiir mich kaum_ ein 
Zweifel daran iibrig. Es besteht wahrscheinlich zwischen dem 
aus Hefe erhaltenen Korper und dem Thymuscytosin eine iihnliche 
Analogie, wie zwischen dem Thymin und Uracil. Wie = sich 
Thymin und Uracil nur durch eine Methylgruppe, so wiirde der 
neue horper und das Thymuseytosin sich nur durch eine Amido- 
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gruppe unterscheiden. Es wiire demnach meine Substanz als 
ein Diaminooxypyrimidin anzusprechen. Dab die Methode fiir 
die [solierung des Cytosins (Aminooxypyrimidin) auch fiir den 
von mir in der Hefe aufgefundenen Korper (Diaminooxypyri- 
midin) giltig ist, brauche ich wohl nicht besonders hervor- 
zuheben. 

Zum Schluf moéchte ich noch eine Reaktion des Cytosins 
bekannt geben, die von Kossel und Neumann nicht publi- 
ziert worden ist, mir aber recht charakteristisch fiir das Cytosin 
scheint. Miseht man nicht zu verdiinnte Losungen 
von Cytosin mit einigen Tropfen konzentrierter neutraler 
Silbernitratl6sung, dann beginnt nach einiger Zeit die Aus- 
scheidung einer in schonen Nadeln krystallisierenden, ziemlich 
schwer in kaltem Wasser l6slichen Doppelverbindung. Dieselbe 
hat in ihrem Aussehen grofe Abnlichkeit mit dem Kreatinin- 
silbernitrat, das man bekanntlich in ganz gleicher Weise er- 
zeugen kann. 

Vorstehende Arbeit habe ich zum Teil mit) Geldmitteln 
ausgefiihrt, die mir von der Berliner Akademie der Wissen- 
schaften fiir wissenschaftliche Untersuchungen tiber Nuclein- 
siiture zur Verliigung gestellt waren. Die von mir gebrauchte 
Thymusnucleinsiure war mir durch Vermittlung des Herrn 
Geheimrat v. Behring durch die Hoéchster Farbwerke 
geliefert worden. Herrn Geheimrat v. Behring und den 
Hochster Farbwerken spreche ich fiir die mir erwiesene 
Freundlichkeit meinen besten Dank aus. 
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Zur Methodik der Indicanbestimmung im Harn. 
Von 
Alexander Ellinger. 


Aus dem Universitiits-Laboratorium fiir medizinische Chemie und 
experimentelle Pharmakologie zu Konigsberg 1. Pr. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. April 1903.) 


Obwohl Jaffe!) bereits im Jahre 1870 eine Methode, das 
Harnindican quantitativ zu bestimmen, verOffentlicht hat, haben 
doch bis auf die allerletzten Jahre dieyjenigen Forscher, welche 
sich mit der Indieanfrage beschiiftigt haben, sich zumeist da- 
mit begniigt, die mehr oder weniger reichliche Ausscheidung 
des Indicans unter pathologischen Verhiltnissen oder im Tier- 
experiment gesetzlen Bedingungen nach dem Ausfall qualitativer 
Proben zu beurteilen. Der Grund datir liegt auf der Hand: 
Die Methode Jaffes ist nach seiner eigenen Aussage «umstiind- 
lich und zeitraubend, wenn es sich um den Menschenharn 
handelt», sie erfordert zur richtigen Ausfiihrung Ubung in 
der Bemessung des Zusatzes von Chlorkalk. Sie wird auch, 
was die Genauigkeit der Werte angeht, von dem Autor selbst 
nur als ein «erster Versuch einer quantitativen Indicanbe- 
stimmung» bezeichnet. 

Ks hat denn auch an Bemiihungen nicht gefehlt, die 
Jaffesche Methode zu vereinfachen. Wiihrend Jaffe den durch 
Kinwirkung von ChlorkalklGsung und konzentrierte Salzsiiure 
aus dem Indican gebildeten Indigo gewichtsanalytisch bestimmte, 
benutzte Salkowski?) zuerst eine kolorimetrische Methode. 
indem er nach Stockvis*) Vorgang den Indigo mit Chloroform 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol., IIL, 448, 1870. 
2) Virchows Archiv fiir path. Anat., Bd. 68 5S. 407, 1876. 
8) Chem. Centralbl. 1871, 36. 
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ausschiittelte und die Farbe der Chloroformlésung mit Indigo- 
l6sungen von bekanntem Gehalt verglich. 

Noch exakter stellte Fr. Miller!) den Indigogehalt) der 
in gleicher Weise gewonnenen Chloroformlésungen auf spektro- 
photometrischem Wege im Anschluf an die von Vierordt?) 
und Kriiss*) ausgearbeitete Methodik der quantitativen Spektral- 
analyse fest. 

Die genannten Autoren bedienten siimtlich der 
Chlorkalklésung als Oxydationsmittel. Dieses Reagens hat, 
wie Jalfé ausfiihrlich auseinandergesetzt hat. den Nachteil, 
dab fiir jede einzelne Bestimmung das Optimum des Chlor- 
zusatzes erst zu ermitteln ist, wenn man Verluste entweder 
durch eine unzureichende Uberfiihrung des Indieans in Indigo 
oder dureh eine weitergehende Zerstorung des Indigos ver- 
meiden will. Freilich hat diese Notwendigkeit auch ihren 
Vorzug. Man gewinnt schon durch die vorbereitende Manipu- 
lation einen ungefiihren Anhaltspunkt fiir die vorhandene 
Indicanmenge, wenn auch der Chlorkalkzusatz sich fiir eine 
titrimetrische Bestimmung nicht verwerten Es scheint 
notig, darauf besonders hinzuweisen, weil, obwohl Jaffe diese 
Frage bereits diskutiert hat, nach etwa 50 Jahren Wolowski,') 
ohne sich um die erhobenen Bedenken zu ktimmern, eine 
solche Methode empfohlen hat. 

war jedenfalls als ein Fortschritt zu begriiben, als 
Obermayer®) im Jahre 1890 das Eisenchlorid in die Praxis der 
Indicanbestimmung als Reagens einfiihrte, welches Baumann?) 
bereits als bestes Oxydationsmittel der Indoxylschwefclsiiure 
empfohlen hatte. Obermayer gab zunachst in einer kurzen 
Mitteilung nur seine bekannte qualitative Probe an, stellte 


1) Mitteilungen a. d. med. Klinik zu Wiirzburg Il S. 341, Wies- 
baden, 1886, 

2) Zeitschrift f. Biologie X, 21 u. 399, 1874 und ebenda Nil, 
187, 1875. 

3) G. und H. Kriiss, Kolorimetrie und quantitative Spektralanalyse, 
Hamburg und Leipzig, 1891. 

4) Deutsche med. Wochenschrift 1901, Nr. 2. 

5) Wiener klin. Wochenschrift 1890, 176. 

6) Ber. der deutsch. chem. Ges. XII, LO9S8, 1879. 
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aber sofort die Ausarbeitung einer quantitativen Methode in 
Aussicht. Die Veroffentlichung') derselben erfolgte erst acht 
Jahre spiter ungefiahr gleichzeitig mit derjenigen Wangs.?) 
Das Prinzip beider Autoren ist genau das gleiche: Fallung 
des Harns mit Bleizuckerl6sung. Uberfiihrung des Indicans 
im Filtrat in Indigo durch Zusatz der gleichen Menge des 
Obermayerschen Reagens (rauchende Salzsiiure, welche im 
Liter 2—%4 @ festes Eisenchlorid enthiilt), Ausschiittelung des 
Indigos mit Chloroform, Abdestillieren des Chloroforms, Losen 
des Riickstandes in konzentrierter Schwefelsiure und Titration 
der Indigotinsulfosiiure mit stark verdiinnter Kaliumper- 
manganatlosung, 

Die Abiinderungen der qualitativen Indicanprobe, welche 
in den letzten Jahren vorgeschlagen wurden, scheinen mir 
keinem Bediirfnis zu entsprechen. Die verschiedensten Oxy- 
dationsmittel sind zur Uberfithrung in Indigo verwandt worden: 
Wasserstoffsuperoxvd (Loubiou),*) Persulfate (Amann), *) 
Kaliumehlorat, (Stryzowsk15): statt des Obermayer’schen 
Reagens hat Graziani®) eine Misechung von Tropfen 
Liquor ferri sesquichlorati in) 50 konz. Schwefelsiiure 
empfohlen. Eine quantitative Methode ist auf keine dieser Re- 
aktionen begriindet: worden. 

Prinzipiell von allen angefiihrten verschieden ist die Art 
des Nachweises und der Bestimmung des Indicans, welche 
Bouma‘) jiingst in Vorschlag gebracht hat. Er benutzt die 
Kondensation des Indoxyls mit Isatin zu Indigrot zu einer 
titrimetrischen oder colorimetrischen Bestimmungsmethode des 
Indicans, auf welche ich noch zuriickkommen werde. 

Zur Orientierung fiir klinische Zwecke hat endlich Strauss?) 

1) Wiener klin. Rundschau 1898, 8. 537, cit. nach Malys Jahres- 
bericht, Bd. 28, S. 310 und Diese Zeitschrift Bd. XXVI, S. 427. 

2) Diese Zeitschr. Bd. XXV, S. 406, L898. Bd. XXVIL, S. 135, 1899. 

3) citiert n. Chem, Ctrbl, 1897, I, 620. 

4) citiert n. Chem. Ctrbl.. 1898, I, 152 

5) citiert n. Chem. (901, 1181. 

6 citiert n. Malys Jahresbericht, 1898, S. 276. 

7) Diese Zeitschr., Bd. XXXII, 8. 82, 1901. 

‘Deutsche med. Wochenschr., 1902, No. 16. 
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im vorigen Jahre einen kleinen Apparat zur kolorimetrischen 
Bestimmung des mit Obermaverschem Reagens erhaltenen 
Indigos in Chloroformlésung angegeben. 

In ausgedehntem Mase zur Anwendung gekommen_ ist 
von allen empfohlenen quantitativen Methoden, soweit aus der 
Literatur ersichtlich ist, nur die Wangsche, und auch diese 
hat nur ihr Autor selbst zu systematischen Untersuchungen 
benutzt, deren Resultate er in einer in norwegischer Sprache 
erschienenen Monographie!) niedergelegt hat. 

War somit von Wang der Beweis erbracht, dal seine 
Methode nicht zu umstiindlich war, um grobe Versuchsreihen 
damit vorzunehmen, so mubten die Veriéinderungen, die er 
selbst im Laufe seiner Untersuchungen an der Methode  vor- 
nahm, sowie die Diskussionen, welche in dieser Zeitschrift 
liber dieselbe namentlich zwischen Wang?) und Bouma ®) 
gefiihrt wurden, Bedenken gegen deren Genauigkeit aufkommen 
und ihre Nachpriifung wiinschenswert erscheinen lassen. 

Dab diese Bedenken von kompetenter Seite geteilt werden, 
beweist das Urteil Thierfelders in seiner neuesten Auflage 
von Hoppe-Seylers Handbuch der physiologisch- und patho- 
logisch-chemischen Analyse: 

«Trotz verschiedener Bemtthungen hat diese Methode in 
ihren Einzelheiten noch nicht geniigend festgestellt werden 
konnen. » 

Ich habe deshalb, als im hiesigen  pharmakologischen 
Institute zur Entscheidung der gegenwiirtig in der Indicanfrage 
vorzugsweise diskutierten Streitpunkle zahlreiche quantitative 
Bestimmungen sich als notig erwiesen, die Methode von Wang 
und Obermayer auf eine gesicherte Grundlage zu stellen und 
zugleich etwas zu vereinfachen gesucht. 

Bei jeder analytischen Methode gilt es als eine selbstver- 
staindliche Forderung, sie an reinem Materiale zu kontrollieren, 
Fir keine Indicanbestimmung aber ist bisher diese Forderung 
erfiillt. Obermayer beschriinkte sich seiner Zeit zur Empfehlung 


1) Om Indicanuri. Christiania 1900. 
2) Diese Zeitschr. Bd. XXVIII, S. 576, 
3) Diese Zeitschr. Bd. XNXNVIL S. 348, 1899 und Bd. XXN.S. 117. 1900. 
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des Eisenchlorids als Oxvdationsmittel auf die Bemerkung: «Von 
demselben ist es schon lange bekannt, daB es indoxylschwefel- 
saures Kalium bei Gegenwart von Salzsiiure quantitativ. in 
Indigoblau tiberfiihrt. Zur Stiitze dieser Behauptung habe ich 
in der Literatur nur eine kurze Notiz von Baumann und Tie- 
mann?) gefunden, wonach bei Anwendung dieses Oxydations- 
mittels reines indoxylschwefelsaures Kalium, statt der berechneten 
46°, Indigo gehefert habe, d. h. also 88,5°/, der 
theoretischen Menge. Leider fehlt eine Angabe tiber die ge- 
naueren Versuchsbedingungen wie Menge der angewandten 
Salzsiiure, des zugesetzten Eisenchlorids, tiber die Temperatur, 
bei welcher die Spaltung vor sich ging u. s. w. Es ist aber 
durchaus erforderlich, unter genau gleichen Bedingungen mit 
den Indicanl6sungen wie mit dem Harn zu arbeiten, wenn 
die Methode kontrolliert werden. soll. 


Versuche mit reinen Indicanlosungen. 


Das indoxylschwefelsaure Kalium wurde aus dem Harn 
eines ca. 25 kg schweren Hundes dargestellt. Der Hund er- 
hielt an drei aufeinander folgenden Tagen je 2 g reines Indol, 
welches durch Fiiulnis von Fibrin nach E. & H. Salkowski?) 
erhalten war, zu seinem aus 1 ke Pferdefleisch bestehenden 
Futter. Zur Gewinnung des reinen Indicans hielt ich mich 
im wesentlichen an das Verfahren von G. Hoppe-Seyler. *) 
Kine Abiinderung erwies sich nur in einem Punkte notwendig: 
Die nach Hoppe-Seylers Vorschrift’ gereinigten farblosen 
Krystalle, welche aus den letzten alkoholischen Ausziigen aus- 
krvstallisierten oder durch Atherfiillung erhalten wurden, 
zejeten noch starke Verunreinigungen von oxalsaurem Kalium, 
welche durch wiederholtes Umkrystallisieren sich nicht  ent- 
fernen lieben. Sie wurden deshalb in wenig Wasser geldst und 
durch Erhitzen einem Uberschuf. von Kalkwasser wurde 
die Oxalsiiure ausgefillt. Das Filtrat vom Caleciumoxalat wurde 

1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. XH, 1098, 1879 und XIII, 
#15, 

2) Diese Zeitschr., Bd. VIL, S. 462, 1884. 

4) Diese Zeitschr., Bd. VIL, S. 423, 1883. 
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mit Kohlensiiure gesiittigt, das gebildete CaCO, abfiltriert, das 
Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft und der 
Riickstand zur Trennung vom gebildeten K,CO, mehrfach mit 
Alkohol extrahiert. Aus der eingeengten alkoholischen Losung 
schied sich dann das indoxylschwefelsaure Kalium in pracht- 
voll gliinzenden Bliittchen ab, welche durch zweimaliges Um- 
krystallisieren aus Alkohol leicht analysenrein erhalten wurden. 
Mit Riicksicht auf die Kostbarkeit des Materials beschriinkte 
ich mich auf eine Schwefelsiiurebestimmung zur Kontrolle der 
teinheit. 


SO,: gefunden 38,47 °/o, berechnet 38,2 ° 0. 

Um in Verdiinnungen zu arbeiten, welche denjenigen der 
Harnanalysen entsprechen, stellte ich zwei Losungen her. 

Losung A enthielt in 10 cem 93,1 mg Indican. 

Losung b wurde durch Verdiinnung von 5 ccm der Losung 
A auf 100 ccm erhalten, enthielt also in 1 cem 0.4655 mg 
Indican. 

Versuch I. 

Zu 10 ecm der Lé6sung B wurden 40 com Wasser und 
d0 com Obermayers Reagens zugesetzt: die Mischung wurde 
im Scheidetrichter mit Chloroform ausgeschiittelt, bis das 
Chloroform farblos blieb, wozu 3 Ausschiittelungen geniigten. 
Die abgelassene ChloroformlOsung wurde durch ein trockenes 
Filter in einen Kolben gegossen, das Chloroform auf dem 
Wasserbade abdestilliert, der Riickstand ebenda noch 5_ bis 
10 Minuten lang getrocknet, indem der Kolben offen auf das 
Wasserbad mit seitwiirts geneigtem Halse gelegt wurde. Der 
Riickstand wurde zweimal mit heibem Wasser gewaschen. 
Das erste Waschwasser erschien goldgelb gefiirbt, das zweite 
farblos. Der Riieckstand wurde in etwa 10 com reiner kon- 
zentrierter Schwefelsiiure gelOst und noch etwa 5d Minuten mit 
derselben auf dem Wasserbade erwiirmt. Die klare  blaue 
Losung wurde in etwa 50—100 com destilliertes Wasser ge- 
gossen, das KOlbchen mit Wasser nachgespiilt und das Spiil- 
wasser mit der tibrigen SulfosiiurelOsung vereinigt. Die Titration 
wurde in einem Erlenmeyer-Kolben vorgenommen, der vor- 
sichtshalber zuvor mit konzentrierter Schwefelsiiure und Kalium- 
permanganat gereinigt war, 
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Die benutzte Chamiileonldsung war nach der Vorschrift 
von Wang hergestellt. Die Stammlosung enthielt ca. 3 g 
KMnQO, im Liter, die verdiinnte Lésung 5 eem der Stamm- 
l6sung in 200 ccm. Sie war auf reine Indigotinsulfosiurelésung, 
welche durch Aufl6sen von «Indigorein » der badisehen Anilin- 
und Sodafabrik erhalten wurde,') eingestellt. 1 ecm der ver- 
diinnten Losung entsprach 0,177 mg Indigo, wie aus zahlreichen 
scharf tibereinstimmenden Bestimmungen ermittelt’ wurde. 

Die Titration ergab einen Verbrauch von 11,5 eem 
Chamiileonlosung, 

Gef. 2,04 mg Indigo, ber. 2,43, d. h. 83,96 °/o der theoretischen Menge. 


Versuch IU. 

10 cem der Losung B wurden ohne Verdiinnung mit dem 
gleichen Volumen Obermayers Reagens versetzt und genau 
wie in Versuch I behandelt. 

Verbrauch: 12,0 Chamiileonlésung. 
Gef. 2,12 mg Indigo, ber. 2.43. d. h. 87,41°/0 der theoretischen Menge. 
Versuch Il. 

10 cem der Lésung B wurden auf 100 cem verdiinnt, mit 

100 cem Obermayers Reagens versetzt und wie oben behandelt. 
Verbrauch: 11.5 cem Chamiileonlésung. 

Gef. 2.04 mg Indigo, ber, 2.43, d.h. 83.96° 5 der theoretischen Menge. 

Die drei Bestimmungen zeigen, daf die Verdtinnungen der 
Indieanlisung bezw. der Uberschu8 an Obermayers Reagens 
ohne wesentlichen EintluB auf das Resultat sind. Die Differenz 
zwischen dem Resultate des Versuchs If und dem der Ver- 
suche [ und II liegt noch nahezu in den Grenzen der Versuchs- 
fehler. 

Dagegen bedingt der Uberschuf an Obermayers Reagens 
schr erhebliche Verluste an Indigo, wenn der gebildete Indigo 
nicht sofort der weiteren Einwirkung entzogen wird. Davon 
liefern die folgenden gewichtsanalvtischen Bestimmungen ein 
anschauliches Bild. 

1, Fir die dem Laboratorium freundlichst zur Verfiigung gestellten 


Priiparate sei der Direktion der Fabrik auch an dieser Stelle warmster 
Dank ausgesprochen. 
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Versuch IV. 

1 ccm der Lésung A wurde in 30 cem Wasser gelost 
und mit 5cem Obermayers Reagens 5 Minuten lang gekocht. 
Der gebildete Indigo schied sich schnell flockig ab und wurde 
alsbald in einen Goochtiegel mit Asbesteinlage, welche vorher 
mit konzentrierter Salzsiiure und konzentrierter Schwefelsiiure 
griindlich ausgewaschen war, abliltriert, mit) heibem Wasser 
gewaschen, bei 110° getrocknet und gewogen. 

Gef. 4,4 mg Indigo, ber. 4.86, d. h. 90,5 °o der theoretischen Menge. 

Versuch V. 

0,1213 g Indican, in 15 cem Wasser gelést, wurden mit 
15 ccm Obermayers Reagens auf dem Wasserbade eine halbe 
Stunde erhitzt, nach 16stiindigem Stehen abliltriert und wie 
in Versuch IV behandelt. 

Gef. 47,5 mg, ber. 62,3 mg Indigo, d. h. 76,24 °/o der theoretischen 
Menge. 

Versuch VI. 

40 ccm der Loésung B wurden mit 40 com Obermayers 
Reagens zweimal 24 Stunden stehen gelassen ohne Erwirmen 
und wie oben behandelt. 

Gef. 6.4 mg, ber. 9,72 mg Indigo, d. h. 65.8 °o der theoretischen 
Menge. 

Kine Versuchsreihe wurde weiterhin mit reinen Indoxyl- 
ldsungen angestellt, welche aus einem uns von der Ba- 
dischen Anilin- und Sodafabrik giitigst zugesandten Indoxyl- 
siiurepriiparate nach den Angaben von Vorlander und 
Drescher?) dargestellt waren. Auch hier zeigte es sich, dab 
liingeres Stehen mit cinem Ueberschui von Obermayers 
Reagens sehr erhebliche Verluste im Vergleich zu derjenigen 
Indigomenge bedingt, welche durch Einblasen von Luft in die 
alkalisch gemachte Indoxyllésung gewonnen werden kann, dab 
dagegen die Verluste nur gering sind, wenn man den gebil- 
deten Indigo sofort durch Ausschiitteln mit Chloroform der 
weiteren Einwirkung des Reagens entzieht. 

Wodurch ist nun der Verlust an Indigo bei den Kontroll- 


1) Ber. d. deutschen chem. Ges... Bd. 5. 
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versuchen mit reinem Indican, der in dem Versuch von Bau- 
mann und Tiemann und in meinen Versuchen nahezu die 
gleiche Hohe erreichte, bedingt? Zum grofen Teile jedenfalls 
durch eine Uberoxydation des Indoxyls zu Isatin. Ich konnte 
selbst bei Anwendung von einigen Centigrammen Indican in dem 
Waschwasser des Chloroformriickstandes regelmiibig Tsatin 
mittels der Indopheninprobe (Blaufiirbung des in konzentrierter 
Schwefelsiiure Riickstandes beim Schiitteln mit 
thiophenhaltigem Benzol) nachweisen. Wurden grofere Mengen 
Waschwasser von den Chloroformriickstiinden indicanreicher 
Harne eingedampft, so lieben sich, wie hier vorgreifend be- 
merkt sei, durch Umkrystallisieren aus heibem Wasser wohl 
ausgebildete Krystiillchen vom Aussehen des Isatins erhalten, 
die mit salzsaurem Phenylhydrazin das charakteristische Isatin- 
phenylhydrazon lieferten. Nach positiven’ Ausfall der 
Indopheninprobe bei den Versuchen mit reinem Indican ist wohl 
die Annahme gerechtfertigt, dafi auch das Isatin, welehes bei 
den Harnausschiittelungen gewonnen wurde, mindestens zum 
erofen Teil durch Oxydation der Indoxylschwefelsiiure erhalten 
wurde und nicht etwa im Harn priformiert war. Es findet sich 
iibrigens in der Literatur bereits eine Angabe von Margary,!) 
dali auch Indigoblau selbst unter der Einwirkung von Eisen- 
oxydsalzen weiter oxydiert wird. 

Der Nachweis des Isatins bei der Einwirkung von Ober- 
mavers Reagens auf indoxylschwefelsaures Kalium macht 
auch das regelmiibige Auftreten von Indigorot bei den Indican- 
hestimmungen begreiflich, da bekanntlich diese Modifikation 
des Indigos regelmiibig beim Zusammentreffen von Indoxyl und 
Isatin in salzsaurer Losung auftritt. Ich habe das Auftreten 
von Indigorot bet der Einwirkung von Obermayers Reagens 
auf reine IndicanlOsungen nmiemals vermibt. Wenn man den 
entstandenen Indigoniederschlag mit kaltem Alkohol oder Ather 
auszielht. so erhilt man schén rote Losungen, welche nach 
Abdunsten des Losungsmittels einen krystallinischen Farbstoff 
zuriicklassen, deren Fiirbung also wohl durch Indigorot und nicht 


1) Gazetta chim. ital., Bd. 13, 8. 375, L883. 
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etwa durch das von Baeyer!) und Baumann?) beschriebene 
amorphe Siiurekondensationsprodukt des Indoxyls bedingt ist. 
Wenn tiberhaupt, so entsteht dieser wenig scharf charakterisierte 
Koérper bei der Einwirkung von Obermayers Reagens auf 
Indican, wie auch Baumann schon angegeben hat, héchstens 
in Spuren. 

Durch die regelmibige Beobachtung der Bildung von 
Indigorot aus reinen IndicanlOsungen scheint mir der Streit 
zwischen Wang und Bouma iiber die Berechtigung des Aus- 
waschens der Chloroformriickstiinde mit Alkohol oder Ather- 
alkoholwasser prinzipiell zugunsten Boumas entschieden. 
Obermayer und Wang haben die Notwendigkeit des Aus- 
waschens betont, um zu reinen Indigoblaulésungen zu gelangen, 
Bouma hat dagegen angefiihrt, dab man mit diesen 
nigungsmitteln Indigofarbstoffe entfernt, welche aus dem Indi- 
can entstanden seien, und dafi man also Verluste crleiden 
miisse. Die oben angefiihrten Versuche haben nicht nur den 
Beweis erbracht, dab Indigorot entsteht, sondern auch gezeigt, 
warum die Bildung dieser Modifikation zu erwarten ist. 

Dab neben der erwiihnten Entstehung des Indigorots aus 
Indoxyl und Isatin auch Indigoblau in Indigorot unter den Be- 
dingungen der Indicanbestimmung tibergehen kann, wie Bouma 
annimmt, soll nicht bestritten werden. Wenn auch Wang 
darin recht haben mag, dafi absolut reines Indigoblau beim 
Erwarmen in Chloroformlésung seine Farbe nicht veriindert, 
so geniigen doch minimalste Beimischungen anderer Substanzen, 
um eine Farbenveriinderung hervorzurufen. Selbst  solche 
Losungen von reinem Indigoblau, welche ihren rein blauen 
Ton auf dem Wasserbade bewahrten, nahmen eine rotviolette 
Farbung an, wenn sie vorher mit Obermayerschem Reagens 
geschtittelt waren. 

Ob die von Bouma geiiuberte Anschauung richtig. ist, 
dab die beobachtelte Umwandlunge von Indigoblau in Indigorot 
auf Depolymerisation beruht, vermag ich nieht zu entscheiden. 


, 


1) Ber. der deutschen chem. Ges.. Bd. 14. 1746. 


2) 1. ¢. 
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Die von ihm zum Beweis seiner Ansicht angestellten Experi- 
mente scheinen mir nicht einwandfrei. Bouma erhielt we- 
niger Indigoblau, wenn er Harn liaingere Zeit bei niedriger 
Temperatur, als wenn er ihn t0—15 Minuten bei Zimmer- 
temperatur oder bei 45° mit Obermayers Reagens  stehen 
lie}. Er nahm an, dali bei miedriger Temperatur mehr von 
der kleineren Moleckel (Indigorot) entstehe, und bezog die Ver- 
luste ausschlieblich auf die Bildung von Indigorot und Indigo- 
braun, welche er durch Auswaschen mit Alkohol und Ather 
entfernte, 

Wang hat mit Recht dem gegeniiber geltend gemacht, 
dal die Ausbeute an Indigo durch die liingere Dauer der Ein- 
wirkung von Obermayvers Reagens beeinflubt wird, und auf 
die Méglichkeit hingewiesen, dab eine weitergehende Oxydation 
des Indoxyls schuld daran sei. Meine Versuche tiber den Ein- 
fluj der Dauer der Einwirkung von Obermayers Reagens 
auf die aus reinem Indican entstehende Indigomenge stitzen 
die Vermutung Wangs.!) 

Kur die Methodik der Indicanbestimmung folgt aus dem 
Gesagten, dali man sofort nach Zusatz des Obermayerschen 
Reagens ausschiitteln soll, dai aber das Auswaschen des 
Chloroformriickstandes nach Wang und Obermayer wegen 
der Losiichkeit des stets entstehenden Indigorots in den vor- 
geschlagenen Reinigungsmitteln, von welcher ich mich wieder- 
holt tiberzeugt habe, zu vermeiden ist. 

Notwendig ist dagegen das Auswaschen des Chloroform- 
riickstandes mit heibem Wasser, um das gebildete [satin zu 
entfernen. Zwar wird mit dem Auswaschen desselben eben- 
falls ein Oxydationsprodukt des Indoxyls der Titration ent- 
zogen. Aber seine Anwesenheit wiirde den Verbrauch an 
Kallumpermanganat schwer kontrollierbarer Weise ver- 


i Wenn Bouma in seiner zweiten Mitteilung (Zeitschr. f. physiol. 
Bd. XXX. S. 117) tuber Versuche berichtet. in welchen  sofortiges 
Ausschiitteln einen Verlust an Indigo zur Folge hatte. so kann ich diese 
Frfahrung nicht bestitigen. Niemals liefS sich nach lKingerem Stehen 
nachtriigheh noch aus dem Gemisch von Harn und Reagens Indigo aus- 
schiitteln, wenn nicht etwa eine verdiinntere Salzsiiure zur Anwendung kam 
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grObern, wihrend die Anwesenheit von Indigorot der titrime- 
trischen bestimmung keine Schwierigkeiten in den Weg legt. 
Man muf dann nur als Endpunkt der Reaktion das Ver- 
schwinden des roétlichen Farbentons betrachten, welcher erst, 
nachdem die Fltissigkeit ihren griinen Ton verloren hat. deut- 
lich in die Erscheinung tritt. Die Farbe geht dann in ein 
reines Gelb iiber, das sich auf weiteren Zusatz von Chamii- 
leonlésung nicht mehr iindert. 


Kontrollversuche an Harn mit bekanntem Indicanzusatz. 


Fir die Bestimmungen im Harn waren hauptsiichlich 
zwei Fragen zu erledigen: ob durch die Vorbehandlung des 
Harns mit BleisalzlOsungen kein Indican verloren wird und ob 
in dem mit heifem Wasser ausgewaschenen Chloroformriick- 
stand nicht neben dem Indigo noch reduzierende Substanzen 
enthalten sind, welche das Resultat der Titration beeinflussen, 
Von bekannten normalen Harnbestandteilen kommen, wie auch 
Wang hervorhebt, hier Hippursiure und aus dieser abgespal- 
tene benzoésiiure, Phenole und Oxysiuren in erster Linie in 
Betracht. Alle diese Substanzen sind in heifem Wasser so 
weit lOslich, dafi die minimalen Mengen, welche dem = Indigo 
beigemengt sein koénnen, leicht durch Auswaschen ent- 
fernen sind. Unter den angewandten Versuchsbedingungen 
scheint aber tiberhaupt auber dem Isatin kaum eine andere Bei- 
mengung ins Chloroform tiberzugehen. Wenigstens habe ich 
in dem Waschwasser selbst solcher Harne, welche an Fiiulnis- 
produkten enorm reich waren — sie stammten von Hunden 
mit gegengeschalteten Dtinndarmschlingen —, niemals eine 
deutliche Millonsche Reaktion bekommen. wenn die zur Ana- 
lvse verarbeitete Harnmenge so gewihlt war, dab 5—4mialiges 
Ausschiitteln) mit Chloroform zur Aufnahme des gesamten 
Indigos geniigte. Wenn zu grofie Harnmengen verarbeitet 
wurden, oder wenn in besonders zur Entscheidung dieser 
Frage angestellten Versuchen das Harngemisch stundenlang 
im Extraktionsapparat mit Chloroform ausgezogen wurde, gab 
das Waschwasser des Riickstandes eine starke Millonsche 
Reaktion. 


ay 
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Auf die richtige Wahl der Harnmenge ist also nicht nur 
aus Giriinden der Bequemlichkeit Riicksicht zu nehmen, um das 
sehr langwierige Ausschiitteln mit Chloroform zu vermeiden, 
welches notwendig wird, sobald sich Indigo in betriichtlicherer 
Menge krystallinisch abscheidet, sondern diese Wahl bedingt 
auch die Genauigkeit der Methode. Es empfiehlt sich deshalb, 
sobald man sieht, dali die in Arbeit genommene Harnportion 
zu vicl Indigo enthiilt, die Bestimmung abzubrechen und eine 
neue mit einer kleineren Harnmenge vorzunehmen. 

Als Fiillungsmittel habe ich, dem Vorschlage von Bouma 
lolgend, statt bleizuckerlésung den Liquor plumbi subacetici 
verwandt. Zu LOO cem Menschenharn wurden 10 ccm = der 
Bleiessigl6sung hinzugefiigt, bei hoch konzentriertem Hundeharn 
(spez. Gewicht tiber 1040) wurde zuvor auf die Hiilfte ver- 
diinnt. Die Verwendung von Bleiessig statt des von Wang 
und Obermayer empfohlenen Bleizuckers ist namentlich mit 
Riicksicht auf die Entfernung von solchen Substanzen zu 
empfehlen, welche nach Verabreichung von Arzneimitteln in 
den Harn gelangen. Fir die Salicylursiiure hat dies Bouma 
bereits ausgeftihrt. 

Verluste an Indigo entstehen bei der Bleiessigfiillung 
ebenso wenig wie bet der Bleizuckerfiillung, vorausgesetzt, dab 
der Harn sauer reagiert. Mehrfach habe ich den sorgfiiltig 
mit Wasser ausgewaschenen Bleiniederschlag mit Schwefel- 
wasserstofl oder Schiwefelsiiure zersetzt und auf Indigo liefernde 
Substanzen gepriift. Es sich niemals eine Spur davon 
nachweisen. Dagegen werden nachweisbar Indoxylverbindungen 
zuriickgehalten, wenn ein stark ammoniakalischer Urin mit 
Bleiessig gefiillt wird; bleiessig und Ammoniak ist ja von 
Hoppe-Seyler!) als Fiillungsmittel fiir Indican angewandt 
worden. 

Harne, welche nicht oder nicht mehr sauer 
reagieren, miissen deshalb vor der Bleiessigfillung 
mit Kssigsiture schwach angesiuert werden. 


1 (it. nach Gorup-Besanez, Lehrb. d. physiol. Chemie, Braun- 
schweig 1874. 
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Zu den Kontrollbestimmungen wurde normaler indican- 
armer Harn von einem Menschen, der wenig Fleisch gegessen 
hatte, und von einem Ilunde, der 14 Tage lang nur mit Brot 
und Mehlsuppe gefiittert war, verwandt. 

In zwei gut tibereinstimmenden Analysen wurde der 
Indicangehalt des Harns ermittelt, dann durch Zusatz reiner 
Indicanlosung Harne von wechselndem Gehalt hergestellt) und 
in diesen wiederum in je zwei Bestimmungen die Indigomenge 
bestimmt. 


kKontrollbestimmune I. 


Menschenharn. 

Spez. Gew. 1012. — Reaktion sauer. — 250 cem mit 20cem Bleiessig 
eefillt. Vom Filtrat verbrauchen 100 cem 1.8 bezw. 1.6 cem Chamiileon- 
losung. 100 cem Harn verbrauchen 1,87 cem, enthalten also mg Indigo. 

Zu 248 com dieses Harns werden 2 cem der Indicanlésung A, d. h. 
18,62 me Indican zugeftigt und mit 25 cem Bletessig eefillt. 

100 Filtrat verbrauchen 19.4 bezw. 19.0 cem, Mittel: 
19.2 com Indicanzusatz in 100 cem Filtrat: 19.2 —1.7 

== 17.5 eem., 

Indicanzusatz in 100 cei Harn entspricht 19.25 cem, doh. 346 me 
Indigo. 


Ber. 3.89 mg, gef. 3.41 mg, d. h. 87.65 der zugesetzten Menge. 


Kontrollbestimmung I, 


Hundeharn. 

Spez. Gewicht 1009. Reaktion Fiaillang wie oben. 

100 cem Filtrat verbrauchen in beiden Bestimrmungen 
100 ccm Harn verbrauchen 1,54 entsprechend 0.273 me Indigo. 

Zusatz von Indican wie in Versuch I. 
100 cem Filtrat verbrauchen 18,4 cem bezw. 17,8 cem,. Mittel (8.1 
Indicanzusatz in 100 cem Filtrat entspricht [8.1 — 1.4 = 16.7 cem. 
Indicanzusatz in 100 cem Harn entspricht 18,37 cem, 5.25 meg 
Indigo. 


Ber. 3,89 mg, gef. 5.25 mg, d. h. 88.8% der zugesetzten Menge. 


Kontrollbestimmung IIL. 
Zu 240 cem desselben Hundeharns 10 cem der Indicanlosung B, 
d. h. 4,655 mg Indican gesetzt. 
100 cem Filtrat verbrauchen 6.0 bezw. 58 cem Chamiileonlosung. 
Indicanzusatz in 100 cem Filtrat entspricht 5,9 — 1.4 


=> 
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Indicanzusatz in 250 ccm Harn entspricht 12,38 ccm, d. h. 2,19 mg 
Indigo. 


Ber. 2.43 mg, gef. 2.19 mg, d.h. 90,17 °/o der zugesetzten Menge. 


Kontrollbestimmung IV, 


In 100 cem desselben Hundeharns 32,5 mg Indican gelést, mit 10 ccm 
Bleiessig gefillt. 

15 Filtrat verbrauchen in  beiden Bestimmungen 11.4 cem 
Chamiileonlosung. 

100 cem Filtrat verbrauchen 76 cem Chamileonlésung. 

Indicanzusatz in 100 cem Filtrat entspricht 74,6 cem. 

Indicanzusatz in 100 cem Harn entspricht 82,06 cem, d. h. 14,51 mg 
Indigo. 

Ber. 16.96 mg, gef. 14,51 mg, d. h. 85,63 °o der zugesetzten Menge. 

Vergleicht man die in den Harnanalysen gefundenen 
Indigowerte: 88, 84, 90 und 86°%/o, im Mittel also 87 °%/o, mit 
den bei der Analyse reiner [ndicanlésungen gefundenen: 84, 
47, Si. im Miltel 85°Jo, so ist die Ubereinstimmung eine 
durchaus befriedigende. Man darf daraus schlieben, dab die 
im Harn enthaltenen Substanzen unter den eingehaltenen Be- 
dingungen die Indicanbestimmung nicht storen, und weiter, 
der Fehler, welcher der Methode prinzipiell anhaftet, 
innerhalb ziemlich weiter Grenzen konstant bleibt. Handelt 
es sich um die Ermitthung der absoluten Indigowerte, so mub 
zu der gefundenen Menge '), des Wertes hinzugefiigt werden. 

Die Ausfithrung der Bestimmung im Menschen- oder 
Hundeharn sei hier noch einmal zusammengefabt. 

Der sauer reagierende oder mit Essigsiiure schwach an- 
gesiiuerte Harn wird mit 1/10 Volumen Liquor plumbi subacetici 
gefillt: falls das spezifische Gewicht sehr hoch ist (etwa tiber 
1040), wird der Harn vorher auf die Hiilfte verdiinnt. 

Je nach dem Gehalt an Indican, tiber welchen man sich 
durch eine qualitative Vorprobe ein Urteil zu bilden sucht, 
variierend, wird ein abgemessenes Volumen des Filtrats vom Blei- 
niederschlag mit dem gleichen Volumen Obermayers Reagens 
im Schiitteltrichter!) versetzt und sofort mit Chloroform mehr- 


1) Der Trichter soll einen gut schliefenden Hahn besitzen, der 
nicht stark eingefettet werden muf, weil sonst Fett von dem Chloroform 
aufgenommen wird. 
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mals ausgeschiittelt, bis eine neue Portion Chloroform sich 
nicht mehr fiirbt. Das Volumen des Filtrats soll so gewiihlt 
werden, dali 3—+ Ausschiittelungen mit je etwa 30 cem Chloro- 
form und jedesmal ein etwa 2 Minuten langes Schiitteln ge- 
niigen. Das Reagens durch AuflOsen von festem Eisen- 
ehlorid in reiner konzentrierter Salzsiiure spezilischen 
Gewicht 1,19 hergestellt werden. Bei Anwendung roher Salz- 
siiure erhiilt man zu hohe Indigowerte. 2 g Eisenchlorid im 


, 


Liter geniigen, Losungen von 1 g oder im Liter iinderten 
nichts am Resultate. 

Die abgelassencn Chloroformlésungen bleiben einige Minuten 
im Kélbchen stehen und werden durch ein troekenes Filter. in 
einen trockenen, sorgfiltig gereinigten Kolben filtriert. Das 
Chloroform wird auf dem Wasserbade abdestilliert, der Riick- 
stand auf dem Wasserbade im liegenden offenen Kolben noeh 
etwa 5 Minuten lang getrocknet. 

Der trockene Riickstand wird mit heifiem Wasser zwei- 
bis dreimal ausgewaschen, bis das Waschwasser nicht mehr 
gefairbt erscheint. Eine Losl6sung von Indigopartikelchen vom 
Glase wurde dabei nur sehr selten beobachtet. Wenn dieser 
Fall eintritt, muf das Waschwasser durch ein kleines Filterchen 
filtriert und der Filterriickstand nach dem = Trocknen mit 
Chloroform extrahiert werden. Der Riickstand einer solchen 
zweiten Chloroformlésung wird dann ohne nochmatiges Aus- 
waschen in konzentrierter Schwefelsiiure gel6st und mit der 
llauptmenge vercinigt. 

Der mit heibem Wasser ausgewaschene Indigo wird nach 
Abgieben des Wassers mit etwa 10 cem reiner konzentrierter 
Schwelelsiiure, die Kaliumpermanganat nicht entfirben darf, 
aufgenommen und zur vollstindigen Losung Minuten 
lang auf dem kochenden Wasserbad erwiirmt. Die Schwefel- 
saurelOsung wird in einen sorgfiiltig gereinigten Erlenmeyer- 
Kolben gegossen, in welchem sich etwa 100 com destilliertes 
Wasser betfinden, und mit destilliertem Wasser in den Kolben 
nachgespiilt. Die blaue Losung war fast stets vollstiindig klar, 
geringe Triibung erschwert das Erkennen des Endpunktes der 
Titration, macht die Bestimmung aber nicht unmoglich. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Ghemic, XXXVI 
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Zur heifen Losung wird Kaliumpermanganatlésung in 
der von Wang angegebenen Verdiinnung (5 ccm Stammlésung 
von etwa 3g in 1 Liter auf 200 verdiinnt) so lange zugegeben, 
bis der rotliche Ton in reines Gelb umgeschlagen ist. Der 
Titer der Chamiileonlésung muf mit reinem Indigoblau gestellt 
werden. Die Umrechnung des Wertes aus einer Titration mit 
Normaloxalsaure, welche Wang empfiehlt, geniigt nicht, wie 
schon Mohr,!) der diese Bestimmung des Indigos in die 
analytische Praxis eingefiihrt hat, betonte. 

So modifiziert, gentigt die Methode auch in Bezug auf 
Schnelligkeit und Bequemlichkeit der Ausfiihrung den An- 
spriichen, welche man an eine fiir klinische Zwecke brauch- 
bare Methode stellen mub. Bei einiger Ubung lift sich in 
Stunden eine Doppelbestimmung vollstiéndig durchfiihren. 


Von den kolorimetrischen Methoden, welche fiir ungefihre 
Schiitzungen des Indicangehalts am Krankenbette angegeben 
sind, wurden die von Bouma, vereinzelt auch die Strausssche 
mit der Titriermethode in ihren Resultaten verglichen. 

Nach der Vorschrift von Strauss schiittelt man in einem 
graduierten Schiitteltrichter ein abgemessenes Volumen des 
vom Bleiniederschlag abfiltrierten Harns mit gleichen 
Volumen Obermayers Reagens und gemessenen Chloroform- 
mengen aus. Die Chloroformlésung wird dann mit ebenfalls 
gemessenen Portionen Chloroform so weit verdiinnt, bis der 
Farbenton gleich dem einer Standardlésung von reinem Indigo- 
blau in Chloroform ist. Unzweckmibig scheint mir dabei, als 
Standardlésung eine so schwach gefiirbte Fliissigkeit zu nehmen. 
Wenn auch der Apparat dadurch ein wenig komplizierter wird, 
sollte man doch lieber eine Anzahl Standardréhrchen mit ver- 
schieden konzentrierten Losungen wie im Boumaschen Apparat 
benutzen, denn das Einrangieren einer Chloroformprobe zwischen 
zwei Standardlésungen ist leichter als der Vergleich mit einer 
einzigen, sehr verdiinnten. 

Mit frisch hergestellten Vergleichslésungen lieBen sich 


1) Lehrbuch der chem.-analyt. Titriermethode, Braunschweig 1886. 
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immerhin leidlich stimmende Resultate gewinnen. Ob die 
Lésungen ihre Farbe unveriindert selbst im Dunkeln und_ in 
zugeschmolzenen Rohren bewahren, scheint mir zweifelhaft. 
In dem benutzten Apparat hatten bereits nach einigen Tagen 
die beiden Proberdhrchen, welche gleich konzentrierte Losungen 
enthalten sollten, einen deutlich verschiedenen Farbenton. 
Dadurch kommt natiirlich eine Unsicherheit in die Methode, 
die erst gehoben werden kénnte, wenn ausreichende Erfahrungen 
tiber die Haltbarkeit von Indigoldsungen in Chloroform ge- 
sammelt sind. 

Bouma benutzt, wie schon kurz erwiihnt, zur Uber- 
fiihrung des Indicans in Indigo eine Aufljsung von 2 cg Isatin 
in 1 Liter konzentrierter Salzsiiure, von der Voraussetzung 
ausgehend, dai beim Erhitzen mit dieser Lésung Indoxyl 
quantitativ in Indigorot tbergefiihrt wird. gebildete 
Indigorot wird mit Chloroform ausgeschiittelt und entweder 
mit Standardlésungen verschiedenen Gehalts in einem praktisch 
zusammengestellten Apparat verglichen oder, nach verschiedenen 
Reinigungsprozeduren in konzentrierter Schwefelsiiure geldst, 
mit Chamileonlosung titriert. 

Die titrimetrische Methode habe ich einer Kontrolle mit 
reinen Indicanldsungen nicht unterzogen, weil bei den im Harn 
ausgelfiihrten Bestimmungen nur selten klare Losungen in 
Schwefelsiure erzielt werden konnten und beim Filtrieren 
nach der Vorschrift von Bouma durch Zuriickbleiben gelosten 
Farbstoffs auf dem Filter ganz unsichere Werte erhalten 
wurden. Uberdies ist die Methode erheblich umstiindlicher 
und zeitraubender als die oben beschriebene. 

Bei den kolorimetrischen Bestimmungen hat Bouma selbst 
die Beobachtung gemacht, dali der Farbenton der Chloroform- 
losung Ofters kein rein roter war, und er hat in einer spateren 
Mitteilung?) Mittel angegeben, um die gleichzeitige Bildung von 
Indigoblau zu verhiiten. Da ich mich aber tiberzeugt habe, 
da selbst reine Indicanl6sungen mit Isatinsalzsiiure blauviolette 
Losungen gaben, dab also die Reaktion nicht so glatt verlauft, 


1) Deutsch. med. Wochenschr., 1902, Nr. 39. 
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wie Bouma annahm, scheint mir diese Methode von Zufillig- 
keiten abhingig und deshalb vorliufig nicht empfehlenswert. 

Wenn man gerade den richtigen mit den Standardlosungen 
vergleichbaren Farbenton getroffen hat, so stimmen die Werte 
mit den nach obtger Methode erhallenen anniithernd tiberein. 
wie folgende Vergleichstabelle zeigt. Es wurden gefunden in 
1000 ecem Harn: 


litrimetrisel:: kolorimetriseh: 
I 14 me 1O—15 meg 
10—15 

Hl. 32 30 

unter 5 


Prinzipiell dtirfte nur dann einer kolorimetrischen oder 
besser spektro-photometrischen Methode vor der titrimetrischen 
ein Vorzug einzuriitumen sein, wenn in einem Harn beim Ge- 
brauch von Arzneimitteln. korperfremde Stoffe ausgeschieden 
werden, welche in den Chloroformauszug tibergehen und mit 
heibem Wasser aus dem Riickstand nicht entfernt werden 
Lonnen, 


Chlorophyll, Hamoglobin und Lipochrome. 
(Vorliufige Mitteilung.) 
Von 


L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1903.) 


Bekanntlich zeigte v. Pechmann,!) Maleinsiureanhydrid, wie 
auch andere Anhydride maleinoider Séuren, sich mit Kohlenwasserstoffen 
bei Anwesenheit von Aluminiumchlorid kondensieren, dabei Ketonséiuren 
liefernd, die unter dem Einfluf{ von wasserentziehenden Mitteln in Farb- 
stoffe iibergehen. Letztere diirften, wie ich zeigen méchte, ein gewisses 
lnteresse beanspruchen. Die erwihnten Farbstoffe zeigen mit den Lipo- 
chromen grofe Ahnlichkeit. Sie lésen sich in konzentrierter Schwefelsdure 


J) Berl. Ber., Bd. 15, S. 885, 891. 
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mit kornblumenblauer Farbe — eine Reaktion, die fiir die Lipochrome ! 
charakteristisch ist und verursachen im stirker gebrochenen 
Teil des Spektrums, wie ich fand, ahnlichen Absorptionen. 
Diese Tatsachen, tiber die spiiter genauer berichtet werden soll, ver- 
leiten mich zu der Vermutung, dafi der von verschiedenen Forschern 
bereits diskutierte Zusammenhang der Lipochrome mit dem Chloro- 
phyll bezw. Himoglobin durch folgendes verursacht wird. Beide Farb- 
stoffe lassen sich bekanntlich zum #3-Methyl-4-n-Propyl-Pyrrol 2) abbauen, 
eine Reaktion, die nach Nencki auch im lebenden Organismus eintreten 
kann. Andererseits wurde von Kiister gezeigt, daft Hamopyrrol zum 
Methyl-n-Propyl-Maleinséureanhydrid (bezw. Imid) oxydiert werden 
kann. Ich nehme nun an, dafs letzterer KOrper innerhalb des tierischen 
und pflanzlichen Organismus in Kondensationen eingehen kann, die sich 
von den von Pechmann studierten prinzipiell nicht unterscheiden und 
dafs die dabei entstehenden Produkte weiterhin in Farbstoffe iibergehen, 
die mit den Lipochromen identisch sind. Ich habe dementsprechend 
Methyl-Athylmaleinsiiureanhydrid, welches in naher Beziehung zu der 
Hiimatinsiiure steht, mit Kohlenwasserstoffen kondensiert, und bin jetzt 
mit dem Studium der Einwirkung von wasserentziehenden Mitteln auf 
die erhaltenen Ketonsiuren beschiftigt, sowie auch mit der Aufkléirung 
der Konstitution der einfachsten Pechmannschen Farbstoffe. 

Zweck dieser Notiz ist, mir dieses Arbeitsgebiet fiir einige Zeit zu 
reservieren. Ich werde Methyl-n-Propyl-Maleinsdureanhydrid, wie auch 
andere Homologe des Maleinsiureanhydrids in den Kreis meiner Unter- 
suchungen aufnehmen. 

Krakau, im April 1903. 

1) Mit den Lipochromen nahe verwandt ist gewif auch Crocetin 
und Bixin. 

2) Nencki und Zaleski, Bull. intern. de l’Acad. des Sciences de 
Cracovie, 1901, S. 217; Marchlewski und Nencki, ebend., S. 277. 
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Erwiderung auf die Arbeit des Herrn Dr. Hupfer. 
Heft 4, Bd. XXXVII dieser Zeitschrift. 


Von 
Dr. med. J. Weifs (Basel). 


Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1903.) 


In Heft 4, Bd. XXXVII, 5. 302 ff. hat Herr Hupfer die von mir 
angestellten Versuche iiber die Erforschung der Bedingungen der Harn- 
siurebildung einer Nachpriifung unterzogen und ist dabei zu einem 
gegenteiligen Resultate beziiglich des Einflusses der Chinasiure auf die 
Ausscheidung der Harnséiure gekommen. 

Herr Hupfer macht mir den Vorwurf, daf’ meine Theorie auf 
einem einmaligen positiven Ausfallen einer Versuchsreihe basiere, und 
ich mich auf eine einzige tagliche Harnsdurebestimmung verlassen 
habe. Beides ist unzutreffend; ich habe allerdings nur immer einen 
von mehreren Versuchen veroffentlicht, aber mehrere vorgenommen ; 
ferner habe ich nicht eine taégliche Harnsiurebestimmung, sondern mehrere 
gemacht, indem ich speziell Gewicht darauf legte, den Harn modglichst 
bald nach der Entleerung aus der Blase zu verarbeiten, um den Ver- 
lust zur vermeiden, welcher beim Wiederauflisen der bei langerem 
Stehen ausgefallenen Harnsiure entsteht. Ferner hat Herr Hupfer seine 
Versuche, zwei an der Zahl, nur an sich selbst angestellt, und es ware 
daher wohl mdéglich, dafs sein Organismus sich der Chinasaure gegeniiber 
anders verhilt als der Organismus der meisten tibrigen Menschen; hat 
er ja doch auch normaler Weise eine ziemlich hohe Hippursaureziffer ge- 
funden, wiahrend diese Saiure bei den meisten Menschen in kaum wiig- 
barer Menge ausgeschieden wird. Meine Versuche sind dagegen nicht 
nur an mir selbst, sondern auch an anderen Personen angestellt, ins- 
besondere die von Herrn Hupfer stark angegriffenen Thymus- bezw. 
Pankreasversuche. 

Was den therapeutischen Wert der Chinaséure betrifft, so kann 
ich als nicht praktizierender Mediziner keine eigenen Versuche auf- 
weisen, mufs mich also auf das mit geringen Ausnahmen giinstige Urteil 
der Kliniker verlassen. 
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Beitrage zur Kenntnis der Zusammensetzung und des 
Stoffwechsels der Keimpflanzen. 


I. 
Von 
E. Schulze und N. Castoro. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1903.) 


Einleitung. 

Die Untersuchungen, deren erster Teil der nachfolgenden 
Abhandlung zugrunde liegt, bilden eine Fortsetzung der von 
E. Schulze publizierten Arbeiten tiber den Eiweifumsatz in 
der lebenden Pflanze.!) Es wird zweckmiébig sein, zundchst 
die Griinde darzulegen, die uns zur Weiterfiihrung dieser 
Untersuchungen veranlabten, und tiber die dabei verfolgten 
Ziele uns auszusprechen. 

Aus den erwiihnten Arbeiten hat sich ergeben, dab beim 
Zerfall der Eiweifstoffe in keimenden Samen ein Stoffgemenge 
entsteht, welches eine grofbe Zahl von Stickstoffverbindungen 
einschliefit: Leucin, Aminovaleriansiiure, Tyrosin, Phenylalanin, 
Arginin, Lysin und Histidin konnten neben Asparagin und 
Glutamin aus den Keimpflanzen dargestellt werden. Ferner 
haben jene Arbeiten zu der Schlubfolgerung geftihrt, dali manche 
der primiiren krystallinischen Eiweifhzersetzungsprodukte im 
Stoffwechsel der Pfiiinzchen eine Umwandlung erfahren, welche 
die Bildung von Asparagin und Glutamin zur Folge hat. Mit 
Hilfe dieser SchluBfolgerung sich die Anhiufung von 
Asparagin und Glutamin in den Keimpflanzen erkliren. Dah 


1) Die beziiglichen Abhandlungen finden sich in dieser Zeitschrift, 
bd. XXIV, S. 18—114 und Bd. XXX, 5. 241—312. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVIII. 14 
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man neben diesen Amiden bald mehr, bald weniger Leucin, 
Tyrosin, Arginin ete. vorlindet, erkliirt sich daraus, dab diese 
Produkte der Eiweifzersetzung in den verschiedenen Keim- 
pillanzenarten bald rascher, bald weniger rasch umgewandelt 
werden. 

In Ubereinstimmung mit diesen Schlubfolgerungen stehen 
die Ergebnisse einer im Jahre 1901 von W. Butkewitsch?) 
publizierten Arbeit. Aus dieser Arbeit hat sich ergeben, dab 
in keimenden Papilionaceen-Samen ein proteolytisches Enzyim *) 
enthalten ist, welches das Vermoégen besitzt, Eiweibstofle unter 
Bildung von Leucin, Tyrosin und andern Produkten aufzulosen. 
Auf die Wirksamkeit dieses Enzyms ist die von Butkewitsch 
nachgewlesene Zunahme der Eiweibzersetzungsprodukte bei 
der Autodigestion der Keimpflanzen unter Zusatz antiseptischer 
Mittel zuriickzuftihren. Weder bei letzterem Vorgang, noch 
hei der Einwirkung des aus den Keimpflanzen abgeschiedenen 
Knzyms auf Eiweibstoffe konnte die Bildung von Asparagin 
konstatiert. werden — eine Tatsache, die in Ubereinstimmung 
mit der von E. Schulze ausgesprochenen Annahme steht. dal 
das Asparagin, wenn nicht ausschlieblich, so doch wenigstens 
in der Hauptsache, ein sekundéres Produkt des Eiweil- 
umsatzes ist. Die von Butkewitseh in Anwendung gebrachte 
Untersuchungsmethode erwies sich demnach als geeignet zur 
Kontrolle der yon E. Schulze aus seinen Untersuchungen 
abgeleiteten Schlubfolgerungen. 

Wenn auch das Wesen des in den keimenden Samen 
sich abspielenden Eiweifizersetzungsprozesses durch diese Ar- 
beiten aufgeklirt worden ist, so bleibt doch auf diesem Gebiete 
noch vieles zu erforschen tibrig. Dies gilt erstens in Bezug 
auf die Qualitiit: der Keimpflanzenbestandteile. Ohne Zweifel 
schliehen die Keimpflanzen neben den aus ihnen bisher dar- 
vestellfen krystallisierenden Stickstoffverbindungen noch manche 
andere Stoffe solcher Art ein, deren Isolierung bis jetzt nicht 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 5. 1. 

2) In Betreff der Angaben, die friiher schon von Green iiber das 
Vorhandensein eines solchen Enzyms in keimenden Samen gemacht 
worden sind, vergleiche man die citierte Abhandlung von Butkewitsc h. 
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gelungen ist. Dafiir sprechen auber manchen, von E. Schulze 
und seinen Mitarbeitern bei Ausfiihrung ihrer Untersuchungen 
gemachten Beobachtungen auch noch andere Erfahrungen. 
Wir wissen jetzt, dab in dem bei Zersetzung der Eiweibstotle 
durch Siiuren entstehenden Stoffgemenge eine grébere Zahl yon 
Stickstoffverbindungen sich findet, als man friiher annahm. 
Emil Fischer?) hat aus diesem Gemenge a-Pyrrolidin- 
carbonsaure und eine in Wasser leicht losliche Oxyamino- 
siiure, welche sich als Oxvpyrrolidincarbonsiiure heraus- 
stellte, isoliert: auch Alanin fand sich 6fters vor. K. Spiro?) 
wies unter den Zersetzungsprodukten verschiedener Eiweil- 
substanzen Glycocoll nach. Hopkins und Cole*) fanden 
unter den Produkten der Verdauung einer Kiweifsubstanz durch 
Trypsin eine nach der Formel C,,H,,N,O, zusammengesetzte 
Stickstoffverbindung, die als Indolaminopropionsiiure oder 
als Skatolaminoessigsiure anzusehen ist. Dab diese Korper 
auch beim Zerfall der Eiweilstoffe in den keimenden Samen 
entstehen, kann zwar nicht von vornherein mit Sicherheit: an- 
genommen werden; denn es ist moglich, dab die Kiweibspaltung 
im pflanzlichen Organismus in einzelnen Punkten anders verliiuft, 
als die Spaltung durch Siiuren oder durch Trypsin: nachdem 
aber von dem bei der Spaltung durch diese Agentien ent- 
stehenden Produkten eine grofe Anzahl in den Keimptlanzen 
aufgefunden worden ist, kann es doch wenigstens fiir wahr- 
scheinlich erkliirt werden, dali auch die tibrigen bei der Spaltung 
der Eiweibstoffe im pflanzlichen Organismus sich bilden kOnnen. 
Ks wird also eine Aufgabe sein, die Keimpflanzen auf das 
Vorhandensein dieser Stoffe zu untersuchen. 

An diese Aufgabe schlieft sich noch eine andere an. 
Nachdem man zu der Schlubfolgerung gelangt ist, dali manche 
der primiren krystallinischen Kiweilzersetzungsprodukte in den 
Keimpflanzen eine Umwandlung erfahren, die zur Bildung von 
Asparagin und Giutamin fiihrt, mul} sich die Frage aufdriingen, 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 150 u. 412, Bd. XNAV, S. 70; 
serichte der D. chem. Gesellschaft, Bd. 35, S. 2660. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 174. 

3) Journ. of Physiol. (1902), 27, S. 418. 
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wie diese Prozesse verlaufen. Es liegt nahe, zu vermuten, 
dali jene Produkte der Oxydation verfallen und daf das 
dabei als Abbauprodukt entstehende Ammoniak spiiter fiir die 
synthetische Bildung der oben genannten Amide verwendet 
wird. Diese Hypothese ist von kK. Schulze schon vor mehreren 
Jahren in dieser Zeitschrift!) ausgesprochen worden. Zu ihrer 
Stiitze sich zuniichst anfiihren, dal in den Keimpflanzen 
Ammoniak in kleiner Menge auftritt und dafi nach einer An- 
gabe U. Suzukis?) nach Zuftiihrung eines Ammoniaksalzes der 
Asparagingehalt der Pfliinzchen sich vermehrt. Auch noch 
andere Versuche Suzukis*) scheinen fiir die Richtigkeit jener 
Vermutung zu sprechen. Der Genannte brachte Keimpflanzen 
der Gerste und der Sojabohne, die im Dunkeln erwachsen 
waren, teils in einen sauerstoffreien Raum, teils lief er sie 
unter Sauerstof{zutritt sich weiter entwickeln. Nur in letzterem 
Falle war eine Zunahme des Asparagingehalts nachzuweisen. 
Dies entspricht der Annahme, dab die Asparaginbildung in 
Keimpflanzen mit Oxydationsvorgingen zusammenhiingt. An- 
dererseits wird angegeben, dali bei SauerstoffabschluB in der 
intramolekularen Atmung Asparagin gebildet wird.4) Diese 
Beobachtung ist allerdings nicht unvereinbar mit dem Resultat 
der Versuche Suzukis; denn es ist mOglich, daBb beim Zerfall 
der Eiweibstoffe eine gewisse Quantitét von Asparagin direkt 
gebildet wird. Immerhin mufi man es _ fiir wiinschenswert 
erkliiren, zur Priifung der obigen Hypothese noch weitere Ver- 
suche anzustellen. Es liegt nahe, in den Keimpflanzen nach 
Stoffen zu suchen, die man als Oxydationsprodukte der 
heim Eiweifzerfall direkt entstandenen Substanzen ansehen 
kann. Ein solecher Stoff ist von E. Sehulze_ friiher schon 
aufgefunden worden; es wurde nachgewiesen, dafi mit dem 
Fortschreiten des Wachstums der Keimpflanzen ihr Gehalt an 
Sulfaten sich vermehrt, und es konnte wahrscheinlich gemacht 


1) Bd. XXIV, S. 83—8&5. 

2) Bull. College of Agriculture, Imperial University, Tokyo. Vol. I, 
Nr. 7 (1897). 

3) Ebendaselbst, Vol. IV, p. 351 (1902). 

4) W. Pfeffer, Pflanzenphysiologie, 2. Auflage, Bd. I, 5. 464. 


& 
ay 


a 
4 


z.Kenntnis d. Zusammensetzung u. des Stoffwechsels d. Keimpflanzen. 203 


werden, dali diese Sulfate bei der Oxydation einer beim 
Eiweibzerfall wiihrend der Keimung entstandenen Schwetfel- 
verbindung entstehen (ob diese Schwefelverbindung Cystin 
ist, soll noch untersucht werden). Aber auch Oxydations- 
produkte der beim Eiweibzerfall entstandenen Stickstoff- 
verbindungen sind, falls jene Vermutung richtig ist, vielleicht 
in den Keimpflanzen aufzufinden. Nach den Untersuchungen 
F. Kutschers?) liefert das Arginin bei der Oxydation zuniichst 
Guanidinbuttersiiure, spiiter Guanidin und Bernstein- 
siure. Es als modglich bezeichnet werden, dal diese 
Stoffe auch in Keimpflanzen, in denen das Arginin dem Ver- 
brauch unterliegt, aufzufinden sind. Guanidin ist in der Tat 
von E. Schulze schon friiher aus etiolierten Keimpflanzen von 
Vicia sativa dargestellt worden:?) auch findet es sich nach 
O. E. von Lippmann’) in kleiner Menge neben Arginin im 
Riibensaft vor. Es wird von Interesse sein, auch noch andere 
Keimpflanzen auf Guanidin zu untersuchen und zugleich zu 
priifen, ob auch Bernsteinsiiure sich vorfindet.4) Selbst- 
verstiindlich aber kann das Fehlen von Guanidin noch nicht 
als ein Beweis dafiir angesehen werden, dali das Arginin in 
den Keimpflanzen nicht oxydiert wird; denn es ist ja moglich, 
dali Guanidin zwar entsteht, aber sehr rasch weiter zerfillt 
und infolge davon in den Pflinzchen nicht in einer fiir den 
Nachweis geniigenden (Quantitiit enthalten ist. 

Auf die Frage nach dem Schicksal des Tyrosins in den 
Keimpflanzen hat vor kurzem R. Bertel5) eine bestimmte Ant- 
wort gegeben; er schlieft aus seinen an Lupinus albus ge- 
machten Beobachtungen, dali die genannte Aminosiure unter 
Mitwirkung eines Enzyms in Homogentisinsiure iibergeht 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 413; vgl. auch Benech und 
Kutscher, tber die Oxydationsprodukte des Arginins, ebendaselbst, 5. 278. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XVH, S. 197. 

3) Ber. d. D. chem. Gesellschaft, Bd. 29, S. 2645. 

4) Es sei hier erwahnt, dafs wir diese Siiure in mehreren Keim- 
pflanzen nachweisen konnten; doch braucht kaum gesagt zu werden, 
daft sie, aufer durch Oxydation des Arginins, auch in andern Prozessen 
entstanden sein kann. 

5) Berichte der D. Botanischen Gesellschaft, 1902, Bd. 20, S. 454. 
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und dab letztere spiiter durch Oxvdation zerst6rt wird. Ein 
solcher Vorgang steht in Ubereinstimmung mit der obigen 
Hypothese E. Sehulzes; denn die Uberfiihrung des Tyrosins 
in Homogentisinsiiure muf} sich unter Sauerstoffaufnahme voll- 
zichen und ist nach der von Wolkow und Baumann!) 
aufgestellten Gleichung mit der Bildung von Ammoniak ver- 
bunden. 

In den Keimpflanzen k6énnen aber auch Substanzen sich 
finden, die nicht einer Oxydation, sondern einem in anderer 
Weise erfolgten Abbau der bei der Eiweifspaltung — ent- 
stundenen Produkte ihre Entstehung verdanken. ‘So liegt es 
zum Beispiel im Bereich der Moglichkeit, dab als Spaltungs- 
produkt des) Arginins Ornithin (Diaminovaleriansiiure) im 
pllanzlichen Stoffwechsel auftritt. Als Abbauprodukt des 
Phenylalanins kann vielleicht Phenylathylamin den 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 277. 

“) Nicht unerwiihnt soll bleiben, daf§ in neuester Zeit gegen 
Wolkows und Baumanns Annahmen, betreffend die Entstehung von 
Homogentisinsiiure aus dem Tyrosin, Einwiinde erhoben worden sind. 
So hilt Erich Meyer (Archiv fiir klin. Medizin, Bd. 70, S. 443) es fiir 
wahrscheinlich, daf\ das Tyrosin mit jener Siiure nur indirekt im Zu- 
sammenhange stehe, denn es sei chemisch nicht recht einzusehen, wie 
ein Ubergang erfolgen kénne — es miifte denn eine Atomgruppen- 
wanderung eintreten. Auch bewirkt nach F. Mittelbach (Archiv fiir 
klin. Medizin, Bd. 71, S. 50) die Eingabe von Tyrosin nicht ein An- 
steigen der Homogentisinsiiure im Harn in dem von Wolkow und 
Baumann beobachteten Umfange {wir entnehmen diese Angaben dem 
Jahrbuch d. Chemie fiir 1901, S. 235—236). Wolkow und Baumann 
haben in thren Erérterungen iiber die Entstehung der Homogentisinséure 
aus Tyrosin die betriichtlichen Verschiedenheiten, die in bezug auf die 
chemische Konstitution zwischen diesen beiden Stoffen bestehen, nicht un- 
beriicksichtigt gelassen (efr. S.273—275 ihrer oben citierten Abhandlung) ; 
doch scheinen ihre Darlegungen nicht jeden Zweifel zerstreut zu haben. 
Vor kurzem berichtete aber FE. Erlenmeyer (Berichte der D, Chem. 
Gesellsch., Bd. 36, S. 919) tiber einen Vorgang, in welchem eine direkte 
Wanderung der Hydroxylgruppe anzunehmen ist. Zu erwiihnen ist noch, 
dafi Angaben iiber die Bildung von Homogentisinsiure aus Tyrosin in 
den Pflanzen zuerst von Gonnermann (Arch. f. Physiol., Bd. 82, 5S. 289) 
cemacht wurden und dafs diese Siiure nach Falta und Langstein (diese 
Zeitschr., Bd. XXXVI, S. 513) auch aus Phenylalanin entsteht. 
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Pfliinzchen sich finden. Auch wiire priifen, ob etwa_ bei 
der Zersetzung von Ornithin und Lysin Tetramethylen- 
diamin und Pentamethylendiamin im Stoffwechsel der 
Keimptlanzen sich bilden konnen. Da es nun ferner moglich 
ist, daB nicht nur ein Abbau, sondern auch eine synthetische 
Bildung stickstoffhaltiger Stoffe in den Keimpflanzen— statt- 
findet, so kann das im Saft der letzteren enthaltene Stoff- 
gemenge eine sehr komplizierte Zusammensetzung haben. 

Wie aus den im vorigen gemachten Mitteilungen sich er- 
sehen libt, ist die Zahl der Aufgaben, die man bei Fortfiihrung 
der Untersuchungen tiber die qualitative Zusammensetzung der 
Keimpflanzen sich stellen kann, keine geringe. Die be- 
arbeitung dieser Aufgaben wird daher auch lange Zeit  er- 
fordern. Es ist aber hier gleich auf einen bei solchen Unter- 
suchungen zu beachtenden Punkt aufmerksam zu machen. 
Wenn es gelingt, eines der im vorigen genannten Abbau- 
produkte der beim Eiweifizerfall direkt entstandenen Stoffe aus 
Keimpflanzen darzustellen, so kann dies fiir die Erforschung 
des Stoffwechsels der Keimpflanzen nur dann von Bedeutung 
sein, wenn es entweder sicher oder doch wenigstens sehr 
wahrscheinlich ist, dai jenes Produkt sich nicht erst wihrend 
der Verarbeitung des Ausgangsmaterials gebildet hat. Man 
wird sich daher Miithe gehen miissen, bei Darstellung der be- 
ziiglichen Produkte Operationen zu vermeiden, welche die 
Zersetzung stickstoffhaltiger Pflanzenbestandteile zur Folge 
haben kénnten. 

Aufier der Erweiterung unseres Wissens itiber die Qualitiit 
der Keimpflanzenbestandteile ist aber auch eine Vermehrung 
und Verbesserung der tiber die quantitative Zusammensetzung 
der Keimpflanzen vorliegenden Angaben anzustreben. Dab 
man solcher Angaben bedarf, wenn man einen Einblick in 
den Verfauf des mit dem Keimungsvorgang verbundenen Ei- 
weifumsatzes gewinnen will, ist aus den oben citierten Ab- 
handlungen E. Schulzes zur Geniige zu ersehen. Die dort 
mitgeteilten Schlubfolgerungen griinden sich vorzugsweise auf 
die Ergebnisse, die bei einer Vergleichung des Stoffgehalts 
einer Anzahl von Keimpflanzenarten in verschiedenen Ent- 
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wicklungsperioden hervortraten. Die fiir den Gehalt der Unter- 
suchungsobjekte an den verschiedenen Eiweibzersetzungs- 
produkten angegebenen Zahlen sind aber noch mit manchen 
Miingeln behaftet. Sie griinden sich zum Teil nur auf die Aus- 
beute, die man bei Darstellung der betreffenden Produkte aus 
den Keimpflanzen erhielt. Da aber diese Darstellung mit Ver- 
lusten verbunden war, und da die dabei erhaltenen Sub- 
stanzen zum ‘Teil als Rohprodukte gewogen werden mubten, 
so koOnnen die beziiglichen Zahlen auf Genauigkeit keinen 
Anspruch machen — ein Umstand, der selbstverstiindlich bei 
Ableitung der Schlufifolgerungen beriicksichtigt worden ist. 
Dali es nun bei dieser Sachlage erwtinscht sein’ mub, 
genauere Zahlen fiir den Gehalt der Keimpflanzen an einzelnen 
Kiweifzersetzungsprodukten zu gewinnen, liegt auf der Hand. 
In dem im folgenden zur Publikation gelangenden ersten 
Abschnitt unserer Arbeit haben wir zur Losung der meisten der 
oben aufgeziihlten Aufgaben kaum etwas beigetragen; unsere 
Mitteilungen betreffen hauptsiichlich den Gehalt der Keim- 
pflanzen von Lupinus albus an Asparagin, an Arginin und an 
Aminosiiuren. Uber das Ziel, das wir bei Ausfithrung der be- 
ziiglichen Versuche zu erreichen strebten, ist hier noch folgendes 
mitzuteilen: 
® Die von E. Schulze in bezug auf den EiweiSumsatz 
in den Keimpflanzen ausgesprochenen Anschauungen griinden 
sich vorzugsweise auf die Resultate, die bei der vergleichenden 
Untersuchung verschiedener Keimpflanzenarten erhalten wurden. 
Ist auch fiir die beziiglichen Versuche eine recht betrachtliche 
Anzahl von Keimpflanzenkulturen verwendet worden, so wurde 
doch fast niemals eine und dieselbe Keimpflanzenart in mehr als 
zwel Entwicklungsstadien auf die Qualitaét ihrer Bestandteile 
untersucht. Wir hielten es nun fiir wiinschenswert, eine Keim- 
pflanzenart in einer gréBeren Zahl von Entwicklungsstadien 
qualitativ und quantitativ zu untersuchen und die dabei er- 
haltenen Resultate mit denjenigen zu vergleichen, die sich bei 
Autodigestionsversuchen nach dem auch von Butkewitsch in 
Anwendung gebrachten Salkowskischen Verfahren ergaben. 
Als wichtig erschien es, bei Untersuchung der Pfliinzchen neben 
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dem Asparagin auch noch ein anderes Produkt des Eiweib- 
umsatzes quantitativ zu bestimmen. Dazu eignete sich aber am 
besten das Arginin, da die zur Isolierung dieser Base verwend- 
baren Methoden durch Kossel und Kutscher?) in neuester Zeit 
vervollkommnet worden sind. Wir durften hoffen, auf diesem 
Wege Resultate zu erhalten, die sich dazu eignen widen, 
die in bezug auf den Eiweibumsatz in den Keimptlanzen 
friiher schon abgeleiteten Schlubfolgerungen kontrollieren 
und vielleicht auch noch zu erweitern. 

Dal wir als Objekt fiir unsere Untersuchung Lupinus 
albus wiihlten, hat vorzugsweise seinen Grund darin, dab mit 
dieser Lupinus-Art friiher schon in unserem Laboratorium eine 
Anzahl von Versuchen, deren Ergebnisse von uns verwertet 
werden konnten, ausgefiihrt worden ist. Von E. Schulze?) 
wurden 6tigige Keimpflanzen von Lupinus albus untersucht, 
von N. Wassilieff*) Pfliinzchen, die ein nur wenig hoheres 
Alter besaben. Auferdem untersuchte Wassilieff (loc. cit.) 
14tiigige normale, im Freien gewachsene Pflanzchen. Da diese 
Pflinzchen damals nicht auf Arginin untersucht worden sind, 
so haben wir unter Verwendung des davon noch in unseren 
Handen befindlichen Materials diese Base noch daraus dar- 
gestellt und ihrer Quantitiit nach bestimmt. 

Inwieweit wir bei Ausfiihrung unserer Untersuchung das 
vorgesteckte Ziel zu erreichen vermochten, ist aus den nach- 
folgenden Mitteilungen zu ersehen. 


Uber die Zusammensetzung normaler und etiolierter Keimpflanzen von 
Lupinus albus. 


Die von uns verwendeten Samen von Lupinus albus 
waren von vorziiglicher Qualitit, die daraus erhaltenen Keim- 
pflinzchen entwickelten sich rasch und sehr gleichmiibig. Wir 
geben im folgenden stets das Alter der von uns untersuchten 
Keimpflanzenkulturen an. Doch geniigt eine solche Angabe 
fiir sich allein nicht zur Kennzeichnung des Entwicklungs- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 170— 175. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 274—2s0. 
3) Landwirtschaftliche Versuchsstation Bd. 53 S. 45—77. 
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grades der Pfliinzchen, da der letzere auch von der Tempe- 
ratur usw. abhiingt: wir haben daher meistens noch Angaben 
uber die Liinge des hypocotylen Glieds oder auch anderer 
Pflanzenteile beigeftigt. 

Wie schon in der Einleitung erwiihnt worden ist, war es 
unser Bestreben, modglichst einwurfsfreie Quantitaétsangaben fiir 
den Stoffgehalt der unter verschiedenen Bedingungen erwach- 
senen und verschiedenen Entwicklungsperioden angehorenden 
Pflanzen zu gewinnen. Die fiir diesen Zweck verwendbaren 
Untersuchungsmethoden sind freilich, ebenso wie fast alle anderen 
Methoden der Pflanzenanalyse, noch unvollkommen und mit 
gewissen Miingeln behaftet. Dies ist bei Beurteilung der von 
uns mitgeteilten Versuchsergebnisse nicht zu vergessen; es 
mute auch bei Ableitung der Schlubfolgerungen beriicksichtigt 
werden. 

Neben dem Gesamtstickstoff wurden in unseren Unter- 
suchungsobjekten die auf Proteinstoffe fallende Stickstoffmenge 
nach Stutzers') Verfahren und das Asparagin nach der Methode 
von Sachsse bestimmt. Ist man auch bei Anwendung des 
zuerst genannten Verfahrens nicht sicher, stets eine scharfe 
Trennung der Proteinstoffe von den tibrigen Stickstoffverbin- 
dungen zu erreichen, so konnte doch in diesem Falle jenes 
Verfahren um so eher fiir geeignet erkliirt werden, als es sich 
nur darum handelte, miteinander vergleichbare Zahlen fiir 
den Proteingehalt unserer Keimpflanzen zu gewinnen. Auch 
die nach Sachsses Methode der Asparaginbestimmung er- 
haltenen Resultate sind bekanntlich nicht einwandfrei und 
fallen in der Regel etwas zu hoch aus; dab aber die Methode 
bei Anwendung auf die Keimpflanzen der Lupinen brauchbare 
Resultate liefert, ist daraus zu schlieBen, daf man aus den 


I) Daf’ wir bei Mitteilung der nach Stutzers Verfahren erhaltenen 
Resultate von Proteinstoffen, nicht von Eiweifisubstanzen sprechen, 
hat zuniichst seinen Grund darin, daf die erstere Bezeichnung in dem 
gleichen Falle auch friiher in den aus unserem Laboratorium § hervor- 
cegangenen Abhandlungen gebraucht worden ist; wir verweisen auferdem 
auf die von E. Schulze in dieser Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 23 gemachten 
Bemerkungen, 
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beztiglichen Keimpflanzenextrakten durch Krystallation As- 
paraginquantitiiten zur Abscheidung bringen kann, die nicht 
viel hinter den nach Sachsses Methode gefundenen Quan- 
litiiten zuriickbleiben. Auch bei den Asparaginbestimmungen 
handelte es sich tibrigens vorzugsweise darum, vergleichbare 
Zahlen fiir die verschiedenen Untersuchungsobjekte zu gewinnen. 

Wie schon in der Einleitung gesagt worden ist, hielten 
wir es fiir wiinschenswert, in unseren Untersuchungsobjekten 
neben dem Asparagin noch ein anderes Produkt des Eiweil}- 
umsatzes quantitativ zu bestimmen. Dazu eignete sich am 
besten das Arginin. Es trat also an uns die Aufgabe heran, 
moOglichst einwurtsfreie Zahlen fiir den Arginingehalt unserer 
Keimpflanzen zu gewinnen. Die von E. Schulze in einer der 
oben citierten Abhandlungen gemachten Angaben iiber die 
aus verschiedenen Keimpflanzen erhaltene Argininausheute 
hilden schon deshalb keinen genauen Ausdruck fiir den Arginin- 
cehalt der betreffenden Objekte, weil fiir die Darstellung der 
genannten Base nur die bei Behandlung der zerkleinerten 
Keimpflanzen mit kochendem Weingeist verbliebenen Riick- 
stiinde, denen vielleicht durch den Weingeist schon ein kleiner 
Teil des Arginins entzogen war, verwendet worden sind; auch 
geschah die Isolierung des Arginins nach Kossels_iilterer 
Methode, welche inzwischen von Kossel und Kutscher (loc. 
cit.) vervollkommnet worden ist. Wir verfuhren jetzt in fol- 
gender Weise: Das wasserige Keimpflanzenextrakt wurde mit 


1) Die schon friiher hin und wieder aufgetauchte Angabe, daf 
durch das bei Ausfiihrung des Stutzerschen Verfahrens als Fiillungs- 
mittel angewendete Kupferhydroxyd die Albumosen nur_ unvollstiindig 
sefallt werden, ist in neuerer Zeit entschiedener ausgesprochen worden. 
Ich verweise auf eine Abhandlung von Laszezinski (Zeitschrift fiir das 
gesammte Brauwesen 1899) und auf eine in unserem Laboratorium aus- 
gefihrte Arbeit Nedokutschaieffs, welche im laufenden Bande der 
‘Landwirtschaftlichen Versuchsstationen» zur Publikation gelangen wird. 
Finden sich also Albumosen vor, so werden dieselben wenigstens teil- 
weise mit den nicht proteinartigen Stickstoffverbindungen in das Filtrat 
vom Kupferhydroxydniederschlag tibergehen. Auch abgesehen von diesem 
Umstande kénnen nach Laszezinski die nach Stutzers Verfahren er- 
haltenen Resultate mit kleinen Fehlern behaftet sein. 
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Tanninl6sung versetzt, bis nur noch eine schwache Triibung 
entstand, der Niederschlag abfiltriert, das mit dem Waschwasser 
vereinigte Filtrat mit Bleiacetat, unter Vermeidung eines Uber- 
schusses von letzterem, versetzt, die vom Bleiniederschlag 
getrennte Fliissigkeit sodann etwas eingeengt, hierauf stark mit 
Schwetelsiiure angesiiuert und nun mit Phosphorwolframsiiure 
versetzt, solange als dieses Reagens sofort einen Niederschlag 
hervorbrachte. Diesen Niederschlag zerlegten wir, nachdem er 
auf einer Nutsche abfiltriert und mit 5°/oiger Schwefelséure 
ausgewaschen worden war, in bekannter Weise durch Ver- 
reiben mit kaltem Wasser und Baryumhydroxyd, befreiten die 
dabei erhaltene Basenliésung in friiher beschriebener Weise vom 
Ammoniak und neutralisierten sie sodann mit Salpetersaure ; 
hierauf fiillten wir aus ihr zuerst das Histidin, dann das 
Arginin nach Kossels und Kutschers Vorschrift durch 
Silbernitrat!) und Barytwasser aus. Der Argininsilbernieder- 
schlag wurde so behandelt, wie es von den genannten Forschern 
vorgeschrieben ist, das Arginin demgemif in das _ salpeter- 
saure Salz tbergefihrt. 

Da fiir die Abscheidung des Arginins aus den Keim- 
pflanzen bisher Kossels iilteres Verfahren verwendet wurde, 
so haben wir, um der Anwendbarkeit der neueren Methode 
fiir den vorliegenden Zweck sicher zu sein, einige Versuche 
mit den argininreichen Keimpflanzen vom Lupinus luteus an- 
gestellt. In diesen Versuchen lie sich die Trennung des 
Arginins vom Histidin nach Kossels und Kutschers Vor- 
schrift ohne Schwierigkeit bewerkstelligen; die bei der Ver- 
arbeitung des Silberniederschlags erhaltene Argininlésung lieferte 
nach der Neutralisation mit Salpetersiure beim Verdunsten 
eine weife Krystallmasse von Argininnitrat, in welcher das 
Vorhandensein von Mutterlauge nicht mehr zu bemerken war. 
Dieses Produkt war ohne Zweifel fast vollig rein; aus seiner 
mit Kupferhydroxyd gesiittigten Lésung schied sich nach dem 
Erkalten sofort das Argininkupfernitrat in den charakteristischen 


1) Kine Fallung, die durch Silbernitrat allein (ohne Barytwasser- 
zusatz) hervorgebracht wurde, entfernten wir zuvor durch Filtration. 
Dies geschah auch in den im Abschnitt D mitgeteilten Bestimmungen. 
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Formen aus, der Schmelzpunkt der so erhaltenen Krystalle 
lag bei 112—114° und entsprach also der von Gulewitsch 
gemachten Angabe. Der Arginingehalt der in dieser Weise 
untersuchten 11—12tiigigen etiolierten Pfliinzchen von Lupinus 
luteus betrug im Mittel 2,9°/o, berechnet aus dem Gewicht 
des in der beschriebenen Weise erhaltenen Argininkupfer- 
nitrats. 

Nicht ganz den gleichen Reinheitsgrad besali das Arginin- 
nitrat, weleches nach dem gleichen Verfahren aus den Keim- 
pflanzen von Lupinus albus erhalten wurde. Dies kann kaum 
auffallen. Die Keimpflanzen von Lupinus albus sind weit 
iirmer an Arginin, als diejenigen von Lupinus luteus. Die in 
sehr kleiner Menge vorhandenen Substanzen, welche bei der 
Abscheidung des Arginins aus den Extrakten diese Base be- 
gleiten, fallen demnach bei jenen Pfliinzchen im Verhiltnis 
zum Arginin weit mehr ins Gewicht, als bei diesen. Wir 
haben daher den Arginingehalt der Pfliinzchen nicht aus dem 
Gewicht des erhaltenen Argininnitrats berechnet, sondern das 
letztere stets in das Argininkupfernitrat tibergefiihrt. Diese 
in kaltem Wasser schwer lésliche Verbindung wurde so voll- 
stiindig wie modglich zur Krystallisation gebracht, von der 
Mutterlauge durch Waschen mit einer kleinen Menge kalten 
Wassers und Absaugen mit Filtrierpapier befreit, sodann ge- 
trocknet und gewogen. Das Gewicht der Krystalle wurde bei 
der Berechnung des Arginingehalts der Pfliinzchen zugrunde 
gelegt. Es ist klar, dafi die solcher Weise erhaltenen 
Zahlen etwas zu niedrig ausfallen miissen, denn bei der Dar- 
stellung des Arginins sind kleine Verluste nicht zu vermeiden. 
Schon die Ausfillung der Base durch Phosphorwolframsiure 
ist mit einem kleinen Verluste verbunden, weil der Nieder- 
schlag auch bei Gegenwart von Schwefelsiiure nicht absolut 
unléslich in kaltem Wasser ist: das Gleiche gilt fiir die 
Gewinnung des Argininkupfernitrats. Ist auch diese Ver- 
hindung in reinem Zustande sehr schwer lodslich in kaltem 
Wasser, so lést sie sich darin doch etwas mehr, falls Bei- 
inengungen vorhanden sind. Sind aber auch die fiir den 
\rginingehalt unserer Keimpflanzen angegebenen Zahlen etwas 
zu niedrig, so unterliegt es doch keinem Zweifel, dab sie mit 
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einander vergleichbar sind, da die ihnen anhaftenden Fehler 
stets in der gleichen Richtung legen. Fiir den Zweck unserer 
Arbeit war es aber nur erforderlich, mit einander vergleich- 
bare Zahlen zu gewinnen. 

Das in der beschriebenen Weise aus unseren Unter- 
suchungsobjekten) gewonnene und zur Wiigung  gebrachte 
Argininkupfernitrat war im tibrigen fast vollig rein. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser besab es den richtigen 
Schmelzpunkt (112—114°). Der Kupfergehalt ist in mehreren 
Priiparaten bestimmt worden, wie aus den weiter unten fol- 
genden Angaben sich ersehen libt. Die tibrigen  Priiparate 
wurden vereinigt und sodann einmal aus Wasser umkrystal- 
lisiert; der Kuplergehalt des so gewonnenen Produkts wurde 
nach Entfernung des Krystallwassers —= 11,93°/o gefunden, 
wiihrend die Theorie 11,89°/o verlangt. 

Ks war urspriinglich unsere Absicht, auch den Histidin- 
gehalt unserer Untersuchungsobjekte bestimmen. Wir be- 
handelten daher den in oben angegebener Weise erhaltenen 
Histidinsilberniederschlag nach der von Kossel und Kutscher 
(loc. eit.) gegebenen Vorschrift und brachten das Histidin als 
Dichlorid zur Wiigung. Dieses Produkt war aber fast immer 
dunkel gefiirbt, auch entsprach der Silbergehalt des dar- 
aus dargestellten Histidinsilbers nicht genau der Theorie. Es 
scheint demnach, dab jenes Verfahren zur Reindarstellung des 
Histidins sich auf die Keimpflanzenextrakte nicht so gut an- 
wenden lift, wie auf die bet Zersetzung der Eiweibstotle 
durch Siiuren erhaltenen L6sungen. Demgemiil teilen wir die fiir 
den Histidingehalt’ unserer Objekte erhaltenen Zahlen nur in 
einigen Fiillen und nur unter Vorbehalt mit. Ubrigens war 
es fiir den in unserer Arbeit verfolgten Zweck nicht besonder- 
wichtig, auch den Histidingehalt) unserer Keimpflanzen zu be- 
stimmen. Denn einerseits tritt beim Zerfall der pflanzlichen 
Kiweibstoffe das Histidin in weit geringerer Menge auf, wie 
das Arginin und andererseits geht schon aus den friiher aus- 
gefiihrten Untersuchungen hervor, dab die erstere Base im 
Stoffwechsel der Keimpflanzen eine ziemlich grobe Be- 
stiindigkeit zeigt. 
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Kine Quantitiitsbestimmung der in den Keimpflanzen sich 
indenden Aminosiiuren (Leucin, Aminovaleriansiiure, Tyrosin, 
Phenylalanin) laibt sich mit den zur Zeit zur Vertiigung 
<tehenden Mitteln nicht in genauer Weise austiihren. Die 
Zahlen, welche fiir die aus den Keimpflanzen erhaltene Aus- 
heute an Aminosiiuren im folgenden und tn friiher publizierten 
Abhandlungen angegeben sind, bleiben ohne Zweitel hinter 
den in den betrelffenden Objekten) wirklich enthaltenen Quan- 
litiiten von Aminosiiuren bedeutend zuriick, weil die letzteren 
aus den Extrakten, auch wenn diese in der von 
Kk. Schulze angegebenen Weise dargestellt und gereinigt hat, 
nur unvollstiindig auskrystallisieren. 

Fiir die Quantitiitsbestimmungen verwendeten wir, in- 
soweit im folgenden nicht ausdriicklich das Gegented ange- 
geben ist, bei einer Temperatur von 60—70° getrocknete 
Keimpflanzen; doch lieben wir die Piliinzchen meistens vor 
dem Einbringen in den Trockenschrank einen halben Tag lang 
an der Luft liegen, um einen Teil des Vegetationswassers zu 
entfernen. In dem mit gutem Lufltzug versehenen geriumigen 
Trockenschrank wurden sie dann in diinner Schicht ausgebreitet, 
sodab das Entweichen des Wassers rasch erfolgen konnte. 
Das bekanntlich allgemein tibliche Verfahren, die fir quan- 
lilative Bestimmungen zu verwendenden Pflanzen oder Pflanzen- 
tcile bei dem oben angegebenen oder einem iihnlichen Warme- 
grad zu trocknen, kann unter Umstiinden Fehler bedingen, 
denn es liegt im Bereich der Moéglichkeit, dab die erhohte 
Temperatur nicht blob das Wasser zur Verdunstung bringt, 
sondern in den Pflanzen auch noch andere Verinderungen 
hbewirkt — ein Umstand, auf welchen kK. Schulze friiher schon 
lingewiesen hat. Beim ‘Trocknen in der Wiirme  verindern 
die Pflanzen in der Regel mehr oder weniger ihre Farbe: 
Wwisserige oder weingeistige Extrakte aus den getrockneten 
Vilanzen besitzen meistens eine dunkle Fiarbung, wiihrend 
ixtrakte aus frischen Pflanzen in der Regel, falls nicht etwa 
sliche Farbstoffe oder Chromogene vorhanden sind, farblos 
oder nur schwach gefiirbt sind; sie fiirben sich aber meistens, 
wenn man sie in der Wiirme stark einengt. Man darf an- 
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nehmen, dafi diese Fiirbungen teilweise auf eine Verinderung 
der vorhandenen Kohlenhydrate zurtickzufitihren sind, denn es 
ist ja bekannt, dai Kohlenhydratldsungen, die durch andere 
Substanzen stark verunreinigt sind, wiihrend des Eindunstens 
sich meistens stark briiunen. Es mui nun wohl als unwahr- 
scheinlich bezeichnet werden, dal die stickstoffhaltigen Bestand- 
teile der Pflanzen von den durch die Erhéhung der Temperatur 
hervorgebrachten Veriinderungen in keiner Weise betroffen 
werden. So ist es z. B. moglich, dai durch die in den 
Pflanzensiiften enthaltenen Séuren ein geringer Teil des As- 
paragins oder Glutamins unter Bildung von asparaginsaurem 
bezw. glutaminsaurem Ammonium zersetzt wird. Ferner ist 
darauf aufmerksam zu machen, dab frische, noch lebende 
Pflanzen nach dem Einbringen in einen auf 60—-70° erwiirmten 
Trockenschrank erst nach Verlauf einer gewissen, freilich nicht 
langen Zeit, jene Temperatur annehmen und dadurch getotet 
werden; es werden demnach in ihnen gewisse physiologische 
Prozesse, wenigstens eine ganz kleine Zeit hindurch sich bei 
erhohter Temperatur vollziehen. Zudem ist nicht zu erwarten, 
dal} durch das Absterben der Pflanzen die durch Enzyme 
hervorgebrachten Stoffumwandlungen sofort vollstindig sistiert 
werden. Zu den Prozessen soleher Art gehort auch die durch 
proteolytische Enzyme bewirkte Spaltung der Eiweibstoffe. Be 
einer Temperatur von 60—70° wird allerdings die Wirksamkei! 
solcher Enzyme sehr stark abgeschwécht sein; auch liegt auf 
der Hand, dali diese Wirksamkeit ihr Ende erreichen mul, 
sobald infolge des Austrocknens der Feuchtigkeitsgehalt der 
Pflanzen auf ein sehr geringes Mai gesunken ist. Man wirde 
selbstverstiindlich die Wirksamkeit der Enzyme ganz vernichten 
kOnnen, wenn man die Pflanzen in einen auf nahezu 100° geheizten 
Trockenschrank briichte; doch empfiehlt sich dies deshalb nicht, 
weil dann die Gefahr grober ist, daBb durch die erhohte Tem- 
peratur fiir sich allein gewisse Pflanzenbestandteile wiihrend 
des Austrocknens eine Veriinderung erleiden. 

Die im vorigen gemachten Eroérterungen geben keine 
geniigende Grundlage fiir die Entscheidung der Frage, wie gro!) 
die Veriinderungen sind, denen wiihrend des Austrocknens der 
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Pflanzen die Bestandteile der letzteren unterliegen. Wir haben 
es daher fiir angezeigt gehalten, dariiber einige Versuche an- 
zustellen. Von den der gleichen Kultur angehérenden Keim- 
nilanzen wurde ein Teil Trockenschrank bei ca. 65° ge- 
trocknet, die tibrigen Pfliinzchen wurden kalten Alkohol 
ceworfen, nach mehrwochentlichem Verweilen unter letz- 
terem!) herausgenommen und im Exsiceator tiber konzentrierter 
Schwefelsiiure ausgetrocknet, wobet sie sich eine leicht 
zerreibliche, wenig gefiirble Masse verwandelten. In jedem 
dieser beiden Objekte wurde dann der «Proteinstickstoff nach 
Stutzers Methode, in den in der Wiirme getrockneten auch 
der Gesamtslickstolf bestimmt. Bei Analyse der mit Hilfe von 
Alkohol entwiisserten Pilinzchen mubte selbstverstiindlich auch 
der Substanzgehalt der alkoholischen Fliissigkeit beriicksichtigt 
werden: der fiir eine Bestimmung zu verwendenden Quantitiit 
der trockenen Pfliinzchen wurde der Verdampfungsriickstand des 
zugehorigen Anteils der alkoholischen Flissigkeit zugefiigt. 
Neben den auf diesem Wege fiir zwei Keimpflanzenkulturen 
erhaltenen Resultaten teilen wir im folgenden die Zahlen mit, 
welche in der gleichen Weise friher fiir Keimpflanzen von 
Lupinus luteus sich ergeben haben.*) Alle Zahlen beziehen 
sich auf die Keimpflanzentrockensubstanz. 


Proteinstickstoff 


a 
Ptlanzchen Pilinzehen 
Viertigige Keimpfl. v. Lup. alb. 8.37 DRG 6.14 
Eittigige > » 9,12 3.00 3,29 
Sechstiigige » Juteus 9.85 9,78 


Die Differenzen zwischen den unter a und unter b auf- 
geltihrten Zahlen sind, wie man sieht, nur gering. Sie lassen 
sich vielleicht schon aus den unvermeidlichen Versuchsfehlern 
erkliren, deren bBetrag in diesem Faile nicht zu niedrig ge- 
schiitzt werden darf. Denn fiir die vergleichenden Bestim- 
mungen konnten ja nicht die gleichen Pfliinzchen, sondern nur 


1) Der zuerst aufgegossene Alkohol wurde nach einiger Zeit dureh 
wischen ersetzt. 
~) Man vergleiche diese Zeitschr., Bd. XXIV, S. 43. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. XXXVI. 15 
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verschiedene Pfliinzchen der gleichen Kultur benutzt werden: 
es ist aber modglich, diese Pflinzchen in ihrem Entwiek- 
lungsgrade nicht genau tbereinstimmten und infolge davon 
auch kleine Verschiedenheiten im Stoffgehalt zeigten. —Immer- 
hin kann der Umstand, dai in den in der Wiirme getrockneten 
Piliinzchen in allen drei Fillen etwas weniger Proteinstickstoff 
ecefunden wurde, als in den unter) Alkohol entwiisserten 
Piliinzehen, dahin gedeutel werden, dab beim Trocknen in der 
Wiirme noch ein wenig Protein zerfillt.. Mit Sicherheit sich 
aber wegen der moglichen Versuchsfehler diese Schlufifolgerung 
nicht ableiten. Auch liegt es im Bereich der Moéglichkeit, dab 
dieser Zerfall, falls derselbe tiberhaupt stattfindet, nur pepton- 
artige Produkte liefert. 

Wir haben uns nicht auf die oben mitgeteillen Versuche 
beschriinkt, sondern auch in Keimpflanzen, von denen die eine 
Hiilfte (a) bei ca. 65° getrocknet, die andere (b) unter Alkohol 
entwiissert worden war, den Gehalt an Arginin in der oben 
beschriebenen Weise bestimmt. Dabei ergaben sich folgende 


Resultate: 
1. 2644 ¢ Trockensubstanz von a gaben 1,129 ¢ Argininkupfer- 
nitral 0.666 ¢ oder 0.27% o Arginin. 


~ 


2. 218.2 ¢ Trockensubstanz von b gaben 1.0814 ¢ Argininkupfer- 
nitral 0.638 ¢ oder 0.29° Arginin. 

Aus den beiden Objekten wurde also pro 100 Teile Trocken- 
substanz fast genau die gleiche Argininmenge erhalten. 

Die Keimpflanzen von Lupinus albus enthalten nicht viel 
Arginin; es schien daher angezeigt, auch noch einen ent- 
sprechenden Versuch mit) den Arginin weit reicheren 
Piliinzchen von Lupinus luteus zu machen. Dariiber liegen 
allerdings schon Angaben von E. Schulze vor, derselbe er- 
hiclt aus den unter Alkohol entwiisserten Cotyledonen  etio- 
lierter Keimpflanzen) von Lupinus luteus 7,8°/o Argininnitrat: 
ungefiihr die gleiche Ausbeute erhielt er aber mehrmals auch 
aus den in der Wiirme getrockneten Cotyledonen solcher Keim- 
pilanzen. Doch sind diese Zahlen nicht vollkommen beweis- 
kriiftig, weil sie sich auf die Cotyledonen verschiedener Keim- 
pllanzenkulturen beziehen und weil die Abscheidung des Arginins 
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nach dem iilteren Verfahren, welches zunichst ein nicht ganz 
reines Produkt lieferte, geschah. Wir haben daher noch einen 
Versuch in folgender Weise angestellt: von elf- bis zwolitiigigen 
Keimpflanzen von Lupinus luteus wurde die Hiilfte im 
Troekensehrank bei 65° getrocknet, die andere [Hiilfte (By) in 
der oben niiher beschriebenen Weise unter Alkohol entwiissert 
Aus jedem dieser beiden Objekte wurde dann nach der oben 
mitgeteilten Vorschrift das Arginin isoliert. Wir erhielten dabei 
folgende Resultate: 


A. 35.21 Pflanzentrockensubstanz Heferten [1.636 ¢ Argininkupfer- 
5 > 


nitrat = 0,9659 g oder 2,74° 0 Arginin. 
B. 36,71 ¢ Pilanzentrockensubstanz Heferten 1.931 ¢ Argininkupfer- 
nitrat == 1.140 g oder 3.10% o Arginin. 


Die unter Alkohol entwiisserten Pfliinzchen haben somit 
etwas mehr Arginin geliefert, als die in der Wiirme getrock- 
neten, doch ist die Differenz nicht gro} und lébt sich wohl auf die 
unvermeidlichen Versuchsfehler zuriickftihren. Denn abgesehen 
davon, dab bei Anwendung eines Verfahrens, wie wir es zur 
Darstellung des Arginins benutzten, die Resultate stets gewisse 
Schwankungen zeigen werden, kommt noch in Betracht, dali hier 
fiir die vergleichenden Versuche nicht die gleichen Pfliinzchen, 
sondern nur verschiedene Piliinzchen der gleichen Kultur ver- 
wendet werden konnten: es ist aber modglich, dai zwischen 
denselben in bezug auf den Entwicklungsgrad und demgemiil 
auch in bezug auf den Arginingehalt kleine Verschiedenheiten 
bestanden. Solche Verschiedenheiten konnten hier um so cher 
einen Einflub ausiiben, als die fiir diesen Versuch verwendete 
Anzahl von Pfliinzchen nicht sehr grof war (das Gesamt- 
gewicht der trockenen Pfliinzchen betrug nur ca. 80 g, wiih- 
rend fur die entsprechenden Versuche mit) Lupinus albus 
weit grébere Quantitiiten verwendet wurden). 

Die im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnisse schlieben 
die Annahme aus, dai der Arginingehalt) der Keimpfliinzchen 
wihrend des Trocknens bei 65—70° sich vermehrt: cher 
lassen sie es als moOglich erscheinen, daf wiihrend des Trock- 
hens ein wenig Arginin zersetzt wird.  Doch kann diese 
Schlubfolgerung nicht bestimmt ausgesprochen werden, da 
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die von uns beobachteten Differenzen in der Argininausbeute 
nur gering waren. 

li unseren Versuchen machte es also nur einen kleinen 
Unter-chied. ob wir die Piliinzchen in der Wiirme vom Wasser 
befreiten oder ob wir sie in Alkohol warfen und nach dem 
Abgiehen der weingeistigen Fltssigkeit tiber Schwefelsiiure 
bei Zimmertemperatur trockneten. Allerdings haben wir bei 
Untersuchung dieser Pilinzchen neben dem « Proteinstickstoff> 
nur eines der krystallinischen  Eiweibzersetzungsprodukte, 
niimlich das Arginin, bestimmt. Was die aus den Keim- 
pllanzen bis jetzt abgeschiedenen Aminosiiuren, niimlich das 
Leucin, die Aminovaleriansiiure, das Tvrosin und das Phenvl- 
alanin, betrifft, so ist es unwahrscheinlich, dati dieselben wiih- 
rend des Trocknens der Pfliinzchen bet 60—70° durch die 
Wirksamkeit) eines Enzyms an Menge in einem in Betracht 
kommenden Mabe zugenommen haben. Findet) solcher 
Prozeb stait, so mub derselbe ja in seiner Wirkung besonders 
dann hervortreten, wenn man ganz junge Keimpflanzen bet 
S9—10° trocknet. Wie aus den weiter unten gemachten Mit- 
teilungen zu ersehen ist, enthielten aber die in dieser Weise 
gelrockneten zweitiigigen Pfliinzehen, die wir als Material ftir die 
Autodigestionsversuche verwendeten, nur eine sehr kleine 
Quantitiit von Leucin und Tyrosin (dies erklirt sich daraus, 
dali das proteolytische Enzym nur sehr langsam wirkt). Im 
Hinblick auf die grobe Bestiindigkeit der oben genannten Amino- 
siiuren ist es ferner auch sehr unwahrscheinlich, dal dieselben 
beim Trocknen der Pilanzchen in der Wiirme eine Verinderung 
erleiden, Eher wiire, wie oben schon erwiihnt wurde, eine 
solche Veriinderung fiir das unter Ammoniakabspaltung leicht 
zersetzbare  Asparagin moelich: dieselbe aber nur 
in sehr geringem Grade erfolgt, lehrt die Tatsache. dal ge- 
trocknete etiolierte Lupinus-Keimpflanzen neben sehr viel As- 
paragin nur sehr wenig Ammoniak enthalten und dab letzteres 
auch in den frischen Keimpflanzen nachzuweisen, also nicht 
seinem ganzen Betrage nach aus Asparagin abgespalten ist. 

Wenn es auch nach Ausfiihrung der beschriebenen Ver- 
suche kaum noétig war, noch den Beweis datiir zu liefern, dab 


; 
| 
ake 


2 


Z. Kenntnis d. Zusaimmensetzung u.des Stoffwechsels d. Keimpflanzen. 219 


man auch aus den frischen, nicht getrockneten Pilinzchen Arginin 
darstellen kann, so haben wir doch noch einen beziiglichen 
Versuch ausgefiihrt. Frische 4tigige Keimptlanzen von Lupinus 
albus wurden unter Zusatz von etwas Wasser zerkleinert und 
sodann zur Gewinnung des Saftes ausgeprebt, der Riickstand 
mit heibem Wasser tibergossen und nach ea. einer Stunde 
wieder abgeprebt. Den in dieser Weise gewonnenen ver- 
diinnten Saft versetzten wir mit Tannin, dann mit Bleizucker, 
entfernten die dabei entstandenen Niedersehlige durch Fil- 
tration, siiuerten das Filtrat mit Schwefelsiiure stark an und 
versetzten es hierauf mit Phosphorwolframsiiure. Den durch 
dieses Reagens hervorgebrachten Niederschlag verarbeiteten 
wir in der oben angegebenen Weise auf Arginin. Wir er- 
hielten folgendes Resultit: 


1100 ¢ frische Pilinzchen, = 188 ¢ wasserfrei, gaben 0,660 ¢ Ar- 
gininkupfernitrat = 0.589 ¢ Arginin. 100 Teile Trockensubstanz gaben 


also O21 Teile Arginin. 

Die Ausbeute an Arginin war also etwas niedriger als 
aus den getrockneten Ptliinzchen gleichen Alters, doch sind 
die Zahlen nicht direkt vergleichbar, weil die frisch verar- 
beiteten Piliinzchen einer anderen Kultur entstammeten. 

Aus 4ligigen frischen Keimpflanzen lieBb sich auch leicht 
Tyrosin abscheiden. Der in oben beschriebener Weise ge- 
wonnene verdiinnte Saft wurde mit Phosphorwolframsiiure ver- 
setzt, der Niederschlag abfiltriert, das Filtrat durch Bleiessig 
vom Phosphorwolframsiiuretiberschu und den anderen, durch 
Bleil6sung fiillbaren Substanzen befreit, dann mit Mercurinitrat- 
losung vermischt. Der durch dieses Reagens hervorgebrachte 
Niederschlag wurde nach mehrtégigem Stehen abfiltriert) und 
ausgewaschen, dann in Wasser verteilt und durch Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Die vom Schwefelquecksilber abfiltrierte 
Losung lieferte, nachdem sie mit Ammoniak neutralisiert und 
stark eingeengt worden war, Krystalle von Tyrosin und von 
Asparagin. Die ersteren lieben sich durch Abschlemmen von 
den gréberen Asparaginkrystallen grobtenteils trennen und sodann 
durch Umkrystallisieren reinigen; sie gaben sowohl die Hoff- 
mannsche als die Piriasche Reaktion. 
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lin folgenden besprechen wir zuniichst die Zusammen- 
<etzung der ungekeimten Samen von Lupinus albus, dann die 
Zusammensetzung der Weimpflanzen thren verschiedenen 
Kntwicklungsstadien. 


A. Die ungekeimten Samen. 


In den ungekeimten, von den Schalen befreiten Samen 
von Lupinus albus fand Wassilieff 7,68°/o Stickstoff; auf 
Proteinstoffe fielen nach der nach Stutzers Methode ausge- 
fiihrten) Bestimmung 6,89°/o Stickstoff Der Rest (0,79 
gehorte zum grébern Teile Verbindungen an, die durch Phos- 
phorwolframsiiure fiillbar sind (unter denselben finden” sich 
Alkaloide); auf Verbindungen anderer Art fielen nur 0,26 %/o 
Stickstoff, Diese Prozentzahlen beziehen sich siimtlich auf die 
Trockensubstanz der entschiilten Samen. 

Da in den ungekeimten Samen auf Verbindungen, die 
nicht durch Phosphorwolframsiure gefallt wurden, nur 0,26 °/o 
Stickstoff fiel, so kénnen diese Samen Asparagin und Amino- 
situren, falls solche Stoffe tiberhaupt vorhanden waren, nur in 
sehr kleiner Menge enthalten haben. Ein von uns angestellter 
Versuch, aus diesen Samen nach den auch auf die Keim- 
pllanzen angewendeten Verfahren Aminosiiuren abzuscheiden, 
lieferte. bei Anwendung von 1 kg feinzerriebener Samen 
ein negatives Resultat: wir erhielten nur einen Sirup, aus 
welehem nichts krystallisierte. Doch kann aus diesem Resultat 
noch nicht auf véllige Abwesenheit von Aminosiuren ge- 
schlossen werden; es ist mOglich, dafi eine kleine Menge davon 
sich vorfand, aber durch Beimengungen am Auskrystallisieren 
eehindert wurde. Wir haben daher noch einen Versuch an- 
gestellt, um auf Tyrosin und zugleich auf Asparagin priifen. 
Kin Quantum von 500 g der zerkleinerten Samen wurde mit 
heifem Wasser extrahiert, der Auszug von den durch Phos- 
phorwolframsiiure und durch Bleiessig fallbaren Bestandteilen 
befreit und sodann mit Mercurinitrat versetzt.. Der durch dieses 
Reagens erzeugte Niederschlag wurde, nach dem Abfiltrieren 
und Auswaschen, durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Eine Probe 
der vom Schwefelquecksilber abfiltrierten sauren Fliissigkeit 
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gab nach dem Kochen keine deutliche Ammoniakreaktion mit 
Nesslerschem Reagens und kann demnach Asparagin hoch- 
stens in Spuren enthalten haben. Als diese Fliissigkeit) mit 
Ammoniak neutralisiert und dann stark eingeengt wurde, lie- 
ferte sie eine sehr geringe Quantitiit einer in Wasser sehr 
schwer lOslichen Substanz, die beim Erhitzen mit Millonschem 
Reagens eine rote Losung gab. Wahrscheinlich war diese 
Substanz Tvrosin, doch war ihre Quantitiéit so gering, dab die 
Frage nach ihrer Natur nicht durch Anstellung anderer Keak- 
tionen entschieden werden konnte. 

Mit Sicherheit lie} sich das Vorhandensein einer kleinen 
Menge von Arginin im Samenextrakt nachweisen. Fiir den 
heziigliichen Versuch verwendeten wir ft kg der lufttrockenen 
zerkleinerten Samen. Letztere wurden zuniichst mit heifem 
Weingeist behandelt. Der dabei entstandene Auszug, weleher 
kein Arginin lieferte, wurde beseitigt. Den in Weingeist un- 
jOslichen Teil der Samen behandelten wir mit heibem Wasser, 
befreiten den Auszug von den durch Tannin und durch Bblei- 
essig fiillbaren Bestandteilen und versetzten thn sodann, nach- 
dem er mit Schwefelsiiure stark angesiiuert war, mit Phos- 
phorwolframsiaure, der Verarbeitung nach der oben 
mitgeteilten Vorschrift lieferte der Phosphorwolframsiiurenieder- 
-chlag eine kleine Menge von fast vollig reinem Argininnitrat. 
Dasselbe wurde in Argininkupfernitrat tibergeftihrt. Diese Ver- 
bindung krystallisierte in den charakteristischen Formen, die 
Krystalle schmolzen bei 112—114°. Das daraus wiederge- 
wonnene neutrale Nitrat gab die Reaktionen des Argininnitrats. 
Die Ausbeute an Arginin war nur gering: 1 Kilo der luft- 
trockenen Samen lieferte nur ©0,2312 g Argininkupfernitrat 
— 0,1364 g Arginin. Berechnet fiir die schalenfreie Samen- 
trockensubstanz betriigt die Ausbeute an Arginin nur O,OL9 ° 0, 

Daf in den ungekeimten Samen von Lupinus albus Ei- 
weihzersetzungsprodukte nicht vollig fehlten, kann nicht auffallen, 
nachdem im Embryo des ruhenden Weizenkorns Asparagin 
und Allantoin in kleiner Menge nachgewiesen worden sind. 
Vielleicht finden sich Produkte solcher Art bei den Lupinus- 
Samen nur im Blatt- und Wurzelkeim vor. 
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Da wir bei Untersuchung der Keimpflanzen von Lupinus 
albus stets dem Gehait an Arginin unsere Aufmerksamkeit 
geschenkt haben, so war es von Interesse, festzustellen, wie 
viel Arginin die KiweiSsubstanz der Samen von Lupinus albus 
hei der Spaltung durch Salzsiiure lieferte. Wir haben daher 
diese Kiweibsubstanz (dargestellt durch wiederholte Behandlung 
der fein zerriebenen, entfetteten Samen mit hdchst verdiinnter 
Natronlauge und Versetzen dieser alkalischen Extrakte mit 
Essigsiiure) durch 1Ostiindiges Kochen mit starker Salzsiiure 
zersetzt. Aus der Losung fiillten wir die basischen Produkte 
durch Phosphorwolframsiiure aus. Der Niederschlag wurde, 
nachdem er sorgfiltig ausgewaschen worden war, mit Baryum- 
hvdroxyd zersetat, die dabei erhaltene Basenlosung nach den 
von Kossel und Kutscher gegebenen Vorschriften auf Arginin, 
Histidin und Lysin verarbeitet. Aus 60g der lufttrockenen 
Kiweibsubstanz (== 58,46 @ wasserfreie Substanz) erhielten wir 
1,75 ¢ Histidindichlorid, 8,55 ¢ Argininkupfernitrat und 2,54 ¢ 
Lysinpikrat. Demnach lieferten 100 Teile der wassertreien 
Kiweibsubstanz 

2.00 Teile Histidin, 
S.64  Arginin. 
152 » Lysin. 

Vergleicht man diese Ausbeute mit derjenigen, die von 
E. Schulze und kK. Winterstein aus der EiweiBsubstanz der 
samen von Lupinus luteus erhalten wurde, so ergibt sich, dal 
die letztere’ Eiweibsubstanz weniger Histidin und weniger 
Arginin, dagegen mehr Lysin lieferte, als das von uns ver- 
wendete Eiweibpriparat aus den Samen von Lupinus albus. 


B. Keimpflanzen der ersten Entwicklungsperiode. 

Als Keimpflanzen der I. Periode bezeichnen wir Pflinzchen, 
deren Alter héchstens 7 Tage betriigt. Wie man weil, ist es 
fiir die Entwicklung der Pfliinzchen  gleichgiiltig, ob man in 
den ersten Tagen nach Beginn der Keimung das Licht zutreten 
oder dasselbe absehliebt. 

Schulze!) untersuchte G6tiigige Keimpflanzen von 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXX, S. 274 ff. 
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Lupinus albus, welche im Freien in fruehtbarer Erde gewachsen 
waren, aber sich ziemlich langsam  entwickelt hatten. Aus 
den Cotvledonen dieser Pilinzchen konnten Leuein, Tyrosin und 
Hexonbasen dargestellt werden; die tibrigen Ptlanzenteile 
licferten ein Aminosiiurengemenge, in welchem Aminovalerian- 
sfiure sich nachweisen lie. 

Wir untersuchten jetzt noch 4tigige Piliinzchen, die 
in einem Zimmer unseres Instituts bei einer von 20° C, 
nicht weit abweichenden Temperatur in) Sand gewachsen 
waren: trotz der kiirzeren Vegetationszeit hatten sie ungetihr 
den gleichen Entwicklungsgrad erreicht, wie die vorher er- 
wihnten 6tigigen Pilinzchen: das hypocotyle Glied besab bet 
ihnen eine Liinge von ea. 1.5 em. Bei Untersuchung dieser 
Pilfinzchen erhielten wir folgende Zahlen: 

Die Keimpflanzentrockensubstanz enthielt: 

Gesamtstickstoff 


Proteinstofte mit N, 
Asparagin 341% » 1.32% 
Arginin 0,28 » 0,09%> » 1) 


In den Pfliinzchen emer andern Kultur, deren Entwiek- 
lungsgrad ungefiihr der gleiche war, wurden 0,21 °/o Arginin 
gefunden, wobei zu bemerken ist, dai diese Pfliinzchen nicht 
ectrocknet, sondern in frischem Zustande verarbeitet worden 
sind, 

Nicht viel anders scheint der Arginingehalt der von 
K. Schulze untersuchten 6tagigen Keimpflanzen gewesen zu 
sein; derselbe berechnet sich aus den in der beziiglichen Ab- 
handlung sich findenden Daten auf ungefiihr 0,2 °/o. 

Wassilieff?) untersuchte 7tigige Keimpflanzen, die in 
einem unseres Instituts ber 22—23° C. in Sand 
gezogen waren und sich bei dieser relativ hohen Temperatur 
rasch entwickelt hatten. Aus den Cotvledonen dieser Pfliinz- 
chen konnte Wassilieff Leucin, Tyrosin, Arginin und Histidin 
darstellen; die tibrigen Pflanzenteile lieferten ihm ein Amino- 

1, Die analytischen Belege zu dieser Bestimmung sind weiter oben 
schon mitgeteilt worden. 

2, loc. cit. 
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siiurengemenge, in) welchem Leucin, Aminovaleriansiiure und 
Phenylanalin sich vorzufinden schienen. Die von Wassilieff 
ausgefiihrten Quantitiitsbestimmungen lieferten folgende Zahlen: 
Die Keimpflanzentrockensubstanz enthielt: 
Gesamtstickstoff 8.43 


Proteinstoffe 21,48 °/o mit 3,58 %o N, 
Asparagin 2,78 » 2,71 » 
\s} g 12,78 ° 


Wir haben nun noch in Pflinzchen, welche ungefiihr 
den gleichen Entwicklungsgrad erreicht hatten, wie die von 
Wassilieff untersuchten, den Arginingehalt in der friiher be- 
schricbenen Weise bestimmt und fanden denselben gleich 
der Keimpfllanzentrockensubstanz. Wir erhielten hier 
also weniger Arginin, als aus den 4tiigigen Pfliinzchen. Dies 
kann im Zusammenhang mit der starken Asparaginbildung 
stehen, die bei der Weiterentwicklung der Pfliinzchen einge- 
treten war. Doch mufi es fiir moglich erklirt werden, dal 
diese Pfliinzchen schon Alter von 4 Tagen weniger 
Arginin enthielten, als die 4tégigen Pflfinzchen, denen 
Q.28° 0 Arginin gefunden wurde; denn es liegt auf der Hand, 
dai ein dem Abbau unterliegendes Etweifzersetzungsprodukt 
sich in Pfliinzchen, die einen bestimmten Grad der Entwicklung 
erreicht haben, in wechselnder Menge vorfinden kann. 

Uber den Gehalt der Keimpflanzen der I. Periode an 
Leucin und andern Aminosiiuren lassen sich bestimmte quan- 
titative Angaben nicht machen; doch war dieser Gehalt ohne 
Zweifel ein ziemlich betriichtlicher. Aus den Cotyledonen der 
7 tiigigen Keimpflanzen erhielt Wassilieff bei nur einmaligem 
Extrahieren der zerriebenen Cotyledonen mit 92°/oigem Wein- 
geist ungefiihr 0,5 ° 9 Aminosiiuren (gewogen als Rohprodukt); 
fast die gleiche Ausbeute erhielt E. Schulze bei gleichem 
Verfahren aus den Cotvledonen der von ihm untersuchten 
Otigigen Pfilinzehen. Allem Anschein nach war Leucin der 
Hauptbestandteil dies Rohprodukts; denn das letztere lieferte 
beim Umkrystallisieren ohne Schwierigkeit nahezu_ reines 
Leucinpriiparat. Tyrosin fand sich stets in weit geringerer Menge 
vor als Leuein. Dai in’ einwochentlichen Keimpflanzen von 
Lupinus albus Leucin zuweilen in sehr betriichtlicher Menge 
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yorkommt, geht auch aus den von belzung gemachten An- 
gaben hervor: denn derselbe vermochte aus dem frischen Saft 
solcher Keimlinge mit Leichtigkeit die genannte Aminosiiure 
abzuscheiden. Doch haben wir bei den von uns untersuchten 
Keimpflanzen gleichen Alters nicht das Gleiche beobachten kénnen, 

Als ein fiir die Autodigestionsversuche zu verwendendes 
Material wurden. schlieblich noch zweitiigige Keimpflanzen 
untersucht. Die Analyse derselben lieferte folgende Kesultate: 

Gesamtstickstoff 8.36 ° 0, 
Proteinstoffe 40.44 o mit °'o Stickstoff, 
Arginin O106 Fo, 

Vorstehende Prozentzahlen beziehen sich jedoch auf die 
entfettete Trockensubstanz. die fetthaltige Trockensubstanz 
bezogen,') wiirden sie etwas niedriger ausfallen: der Arginingehalt 
z. B. wiirde dann 0,10 °/o, der Proteingehalt 37,7° 9 betragen. 

Diese zweitiigigen Keimpflanzen enthielten ohne Zweifel 
krystallinische Eiweifizersetzungsprodukte erst in sehr kleiner 
Quantitéit. Bei dem Versuche, aus ihnen nach dem weiter 
unten in dem Abschnitt D beschriebenen Verfahren Leucin 
und Tyrosin darzustellen, erhielten wir nur eine iiuberst geringe 
Menge dieser Aminosiiuren. Wir versuchten sodann noch, aus 
frischen zweitiigigen Keimpflanzen Tyrosin zu gewinnen, indem 
wir die zerriebenen Pflinzchen mit Wasser kochten, den 
filtrierten Auszug von den durch Bleiessig fiillbaren Substanzen 
befreiten und sodann mit Mercurinitrat versetzten (zur Ab- 
stumpfung der sauren Reaktion der Fliissigkeit wurde dann 
noch etwas Soda zugefiigt). Bei Zerlegung des erst nach 
mehrtiigigem Stehen  abfiltrierten Mercurinitratniederschlags 
durch Schwefelwasserstoff wurde eine Fliissigkeit erhalten, 
welche zwar beim Erwiirmen mit Millonschem Reagens 
schwache Roétung gab; doch konnten wir aus dieser Fliissig- 
keit nur Krystalle von Asparagin, aber kein Tyrosin zur Ab- 
scheidung bringen. 

Diese Wahrnehmungen erkliiren sich aus der Tatsache, 
dal in den zweitigigen Keimpflanzen noch nicht viel Eiweili- 
substanz zerfallen war. Vergleicht man die bei der Analyse 


1) Die 2tiigigen Keimpflanzen enthielten 6.8° 0 Fett. 
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dieser Pflanzen erhaltenen Resultate mit denjenigen, die sich 
bei der Analyse der ungekeimten Samen ergaben, so kommt man 
zu der Sehlubfolgerung, dal die wiihrend zweiliigiger Keimung 
zerfallene Eiweibmenge ungefiihr 4 der Pflanzentrocken- 
substanz betrug. Aus diesem Quantum kann sich nicht eine 
grobe Menge von krystallinischen Eiweibzersetzungsprodukten 
gebildet haben, Wir wollen von dem letzteren speziell das 
Tyrosin ins Auge fassen. In der von F. N. Schulz!) vor 
kurzem publizierten Zusammenstellung der itiber die Tyrosin- 
ausbeute aus verschiedenen Eiweibstoffen gemachten Angaben 
findet man nur bei der Seide Zahlen, welche 5 °/o erreichen 
oder noch daritber hinausgehen: alle tibrigen Zahlen sind 
miedriger. Nehmen wir nun an, dai bei der Spaltung der 
Kiweifsubstanz in den zweitiigigen Keimpflanzen Tyrosin 
entstanden sind,?) so wiirden diese Pflanzen nicht mehr als 
0.2% Tyrosin enthalten kénnen, Da nun aber anzunehmen 
ist, dab erstens jene 4 °/o Eiweifsubstanz nicht vollstiindig 
In krystallinische Produkte zerfallen waren und dab zweitens 
das dabei entstandene Tyrosin dem Abbau_ verfiel, so mu der 
Tyrosingehalt der zweitiigigen Pfliinzchen noch niedriger gewesen 
sein, falls nicht etwa die Eiweifisubstanz bei der Spaltung in 
den Keimpflanzen Tyrosin in weit hoOherem Mabe geliefert 
hat, als bei der Spaltung auberhalb des Organismus.  Zielil 
man alle diese Umstiinde in Betracht, so wird man sich nicht 
dartiber wundern koénnen, dab wir aus den zweitiigigen Pflinz- 
chen Tyrosin kaum darzustellen vermochten; es erklart. sich 
auch, dab die aus densclben abgeschiedene Argininmenge nur 
O,1 der Pflanzentroekensubstanz betrug. 

Etwas iiberraschend ist nun die relativ hohe Ausbeute 
an Tyrosin, welche R. Bertel®) aus den Wurzeln zweitiégiger 
Keimpflanzen von Lupinus albus erhielt. Er macht dariiber 


1) FL ON. Sehulz. Die Grife des Eiweifmolekiils (Jena be: 
Fischer, 1903), 88. 

2) Bei Zersetzung eines aus Lupinensamen dargestellten Eiweth- 
priiparats durch Salzsiiure oder durch Barytwasser in unserem Laboratoriut 
wurde nur ca,  Tyrosin erhalten. 

3 loc. cit. 
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folzeende Angaben: Die bis zu einer Liinge von 4 em ent- 
wickelten Wurzeln wurden von den Ptliinzchen abgetrennt, 
zerrieben und sodann mit Wasser ausgekoecht. Der mit Hilfe 
eines Seihtuehs vom Unegelésten getrennte Auszug heferte, 
nachdem er auf 24 seines Volumens eingedunstet worden war, 
heim Erkalten einen weiben Niederschlag von Tyrosin. Dieser 
Niederschlag bestand aus Sphiiriten, war léslich in kochendem 
Wasser und in Alkalien, l6ste sich aber nur sehwierig in 
Siiuren, mit Millonschem Reagens gab er eine rote Losung. 
Die frischen Wurzeln lieferten ungefiihr 1° o von diesem Pro- 
daukt. Da nun nach einer von uns ausgefiihrten Bestimmung 
-olehe Wurzeln nur Trockensubstanz enthalten, so 
wiirde die von Bertel erhaltene Tyrosinausbeute ungefahir 
1.5°/) der Pflanzentrockensubstanz betragen haben. 

Zwei Versuche, die wir unter Befoleung der von Beriel 
eegebenen Vorsechrift mit den bis zu emer Liinge von 4 em 
entwickelten Wurzeln zweitiigiger Keimpflanzen von Lupinus albus 
austiihrten, gaben ein anderes Resultat. Allerdings lieferte 
der im Wasserbade auf 1/4 des urspriinglichen Volumens ein- 
eeengte wiisserige Auszug beim Erkalten einen weiben Nieder- 
schlag, welcher im Verhalten gegen Losungsmittel den Angaben 
Bertels entsprach, stickstoffhaltig war und beim Erwarmen mit 
\Millonschen Reagens eine rote Losung gab: aber die Substanz, 
aus welcher der Niedersehlag bestand, verhielt sich im tbrigen 
nicht wie Tyrosin. Diese Substanz gab weder die Pirtasche 
noch die vor kurzem von Morner!) beschriebene Reaktion auf 
Tvrosin; auch lieferte sie beim Erhitzen mit Kupferhydroxyd und 
Wasser eine ungefiirbte Fliissigkeit.?) wiihrend Tyrosin bet 
sleicher Behandlung eine blaue Losung gibt. Krystallinische Be- 
schaffenheit konnte bei dieser Substanz nicht konstatiert werden. 
Worin der Grund dafiir liegt, daly wir zu einem anderen 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XNANVIL S. 

2, Die vom Kupferhydroxydnicderschlag  abfiltrierte  Flissigkeit 
cab beim Verdunsten einen kleinen Riickstand, der mit Millonsehem 
Reagens Rotfiirbung gab; mdglich ist, hier eine Spur von Tyrosin 


vorhanden war. 
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sultate gelangten, als Bertel, das ist eine Frage, deren 
Diskussion wir noch verschieben wollen. 

Kine weibe Ausscheidung, wie wir sie aus dem wiisserigen 
Eextrak! aus den Wurzeln erhielten, lieferte auch ein wiisseriger 
Auszug aus den tibrigen Pflanzenteilen. Es wird vielleicht 
von Interesse sein, diese!be noch einer Untersuchung zu unter- 
werfen, 

C. Etiolierte 18tagige Keimpflanzen. 

Aus den Axenorganen 2—21!/2wéchiger etiolierter Keim- 
pllanzen von Lupinus albus hat E. Schulze friiher Amino- 
valeriansiiure und Phenylalanin dargestellt. Im tibrigen sind 
solche Pfliinzchen noch nicht untersucht worden. Es. trat also 
an uns die Aufgabe heran, sie einer eingehenden Untersuchung 
zu unterwerten. Die Bearbeitung dieser Aufgabe konnte jedoch 
von uns noch nicht vollstindig durchgetiihrt werden, wie aus 
den weiter unten folgenden Mitteilungen zu ersehen ist. 

Die zur Untersuchung verwendeten Pfliinzchen waren in 
einem verdunkelten Raume bei einer Temperatur von 20—22° 
gewachsen uyd hatten eine bedeutende Grobe erlangt (Liinge 
des hypocotylen Glieds 20—22 cm). Sie waren auferordentlich 
reich an Asparagin. Die Analyse gab folgende Resultate: 


Die Keinpflanzentrockensubstanz enthielt: 


(resamtstickstoff 10.08 5 

Protemstoffe 10,38 °/o mit 1,73 °/o N 
Asparagin 25.6420 
Arginin 0.14% » 0,045%o » 1) 


Diese Piliinzchen enthielten also noch ein wenig Arginin. 
Auch in einer anderen Kultur etiolierter Keimpflanzen von 
Lupinus albus, die unter den gleichen bedingungen, jedoch 
unter Verwendung eines anderen Samenmusters dargestellt 
waren, lief} sich Arginin gewinnen; seine Quantitét betrug 
hier O.12° 0 der Pilanzentrockensubstanz.?) Das Arginin wurde 
zuniichst in das Nitrat, dann in die Verbindung mit Kupfer- 
nitrat tibergefiihrt. Diese Verbindung krystallisterte der 


1) 339.2 ¢ Trockensubstanz gaben 0.784 g Argininkupfernitrat = 
O.4625 ¢ Arginin. 
2) 1000 ¢ Trockensubstanz gaben 1.968 ¢ Kupferargininnitrat) = 


1.461 ¢ Arginin. 
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charakteristischen Form und schmolz bei 118—114° Die 
Bestimmung des Kupfers in einem durch Trocknen bei so, 
spiiter bei LOO vom Krystallwasser befreiten Praparat gab 
folvende Resultate: 


1. 0.2655 ¢ Substanz gaben 0.0385 Cud, 
2. 0,2625 « « O.0585 Cad. 
Berechnet fiir Gefunden: 
Cu 11,89 1,68 2. 11,42 


Neben Arginin erhielten wir bet Anwendung friiher 
angegebenen Trennungsverfahrens auch etwas Histidin, doch 
war die Ausbeute noch geringer als die Ausbeute an Arginin. 
Da das Histidin nicht ganz rein zu sein schien, so fillten wir 
es noch einmal durch Phosphorwolframsiiure aus und versetzten 
dann die bei Zerlegung des Niederschlags erhaltene Losung 
mit Queeksilberchlorid. Der durch dieses Reagens hervor- 
cebrachte Niederschlag lieferte bei der Zerlegung durch Schwetel- 
wasserstolf ein Produkt, welches in kleinen elinzenden Tafeln 
krystallisierte. Diese Krystalle stimmten im Aussehen mit dem 
Monochlorhydrat des Histidins tiberein und besaben einen. der 
Formel dieser Verbindung -= C,H,N,0,, H,0 ent- 
sprechenden Chlorgehalt, wie folgende Angaben beweisen: 
O1670 ¢ Substanz gaben 0.1125 ¢ Chlorsilber = 0.02832 ¢ oder 16,91 ° > Cl 

die Theorie verlangt 16.908 Cl), 

Das aus dem Filtrat vom Chlorsilber durch Ausfillung 
inittels Silbernitrat und Ammoniak dargestellte Silberhistidin 
einen der Formel C,H,N,O,Ag, entsprechenden 
Sibergehalt: 

0.2660 Substanz (bei 100° getrocknet) gaben ¢ Ag 55,83 
(die Theorie verlangt 55.770 Ag). 

Diese Versuchsergebnisse beweisen, dab reines [istidin- 
chlorid vorlag. 

Das Arginin und das Hisidin wurden, wie aus den weiter 
oben gemachten Angaben hervorgeht, aus dem = durch Silber- 
losung und Barvtwasser hervorgebrachten Niederschlage dar- 
gestellt. Die im Filtrat von diesem Niederschlage noch ent- 
haltenen Basen, unter denen vermutlich auch Lysin sich vorfand, 
haben wir bis jetzt noch nicht untersucht. Die Untersuchung 
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dieses Basengemenges gehort zu den in der Finleitung erwilinten 
Aufgaben, die wir uns gestellt haben: doch wird sich diese 
Aufgabe erst nach Beschaffung einer grdberen Materialmenge 
erfolgreich bearbeiten lassen. 

Dic in den etiotierten Keimpflanzen von Lupinus albus 
sich vorfindenden Aminosiiuren sind, wie oben schon erwiihnt 
ist, im hicsigen Laboratorium friher schon untersucht worden, 
Aus den Axcnorganen solcher Pflfinzchen lieben sich Amino- 
valertansiiure und Phenylalanin darstellen; Leucin sich 
daraus nicht gewinnen, fehite aber wohl nicht vollstéindig und 
fand sich wahrscheinlich etwas) gréberer Menge in’ den 
Cotviedonen der genannten Pilanzchen vor. Auch aus den 
von uns untersuchten istigigen Pflinzchen konnten leicht 
solche Aminosiiuren dargestellt werden, indem man die trockenen 
Piliinzchen mit 92°/oigem Weingeist auskochte und den Auszug 
nach frither oft) beschriebenem Verfahren verarbeitete: die 
Ausheute betrug, bei zweimaligem Auskochen mit Weingeist, 
etwas mehr als £°,o des Ausgangsmaterials. Das Rohprodukt 
wurde zuniichst durch Umkrvystallisieren aus einem Gemisch 
von Weingeist und Ammoniakfliissigkeil gereinigt: dann wurde 
daraus Phenylalanin dargestellt und zwar teils durch Kochen 
des Aminosiurengemenges mit Kupferoxydhydrat, teils durch 
Fillung mit) Phosphorwolframsiiure in der von Schulze 
und Winterstein beschriebenen Weise (das Phenylalanin 
wurde durch seine Reaktionen, sein spezifisches Drehungsver- 
moven und eine Kupferbestimmung im Kupfersalz identifiziert).' 
Das nach Abscheidung des Phenylalanins tibrig gebliebene 
Aminosiiurengemenge bildete nach mehrmaligem Umkrystal- 
lisieren aus Weingeist und Ammoniak eine aus farblosen. 
eliinzenden Blittchen bestehende Krystallmasse. Beim Erhitzen 
im GlasrGhrehen verfliichtigte sich dieses Produkt vollstiindig 
unter Bildung eines weifben Sublimats. Beim Erhitzen seiner 
Wiisserigen LOsung mit Kupferacetat entstand keine Ausscheidung. 
das Produkt zeigte also das Verhalten der Amimovaleriansiiure. 

Dab es trotzdem auch Leucin einschlob, war nach den 
Resultaten der friiher ausgefiihrten Untersuchungen anzunehmen, 

1, Diese Zeitschrift. Bd. XXXV, S. 210. 
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dies wird auch durch das Ergebnis bewiesen, welches bei 
Untersuchung eines aus jenem Produkt dargestellten Kupfer- 
salzes erhalten wurde. Der Kupfergehalt dieses Salzes betrug 
2.92 °/o und lag also zwischen dem Kupfergehalt des Leucin- 
kupfers (19,55 °o) und demjenigen des aminovaleriansauren 
Kupfers (21,42° 0). Wahrscheinlich enthiell aber jenes Amino- 
sfiurengemenge weit mehr Aminovaleriansiure als Leucin. 
\Wiire es anders gewesen, so wiirde man, da Leucin schwerer 
lOslich ist als Aminovaleriansiiure, bei wiederholtem Umkrystal- 
lisieren ein an Leucin sehr reiches, an Aminovaleriansiiure 
armes Priiparat erhalten haben: gerade das Entgegengesetzte 
war aber der Fall. Tyrosin konnte weder aus dem von uns 
untersuehten Aminosiiurengemenge, noch aus den friiher im 
hiesigen Laboratorium  untersuchten, mehrwoéchigen Keim- 
pflanzen der gleichen Lupinusart isoliert werden, fehlte aber 
vermutlich darin nicht vollstiindig. 

Es als wiinschenswert bezeichnet werden, auf 
die aus den Keimpflanzen darstellbaren Aminosiéuren noch 
Kinil Fischers Trennungsverfahren (fraktion. Destillation der 
Ester im luftleeren Raum) angewendet wird. Wir hoffen, diese 
Aufgabe demnichst noch in Angriff nehmen zu konnen. 

Nach den im vorigen gemachten Mitteilungen enthalten 
die 1IStiigigen etiolierten Keimpflanzen von Lupinus albus As- 
paragin, Leucin, Aminovaleriansiure, Phenylalanin, Arginin 
und Histidin: auch Ammoniak war kleiner Menge vor- 
handen. Es kann aber keinem Zweitel unterliegen, dal neben 
diesen Stoffen noch andere, nicht proteinartige Stickstoff- 
verbindungen sich vorfanden. Dafiir sprechen unter anderem 
folgende Tatsachen. Wenn man vom  Gesamtstickstoff 
(10,080) den nach Stutzers Verfahren ermittelten «Protein- 
stickstoff. (1,73 0) abzieht, so bleibt ein Rest von 8.35%. 
Subtrahiert man von diesem Rest die auf Asparagin fallende 
Stickstoffmenge (5,44°/0), so bleiben 2.91°o tibrig (alle diese 
Prozentzahlen beziehen sich auf die Keimpflanzentrocken- 
substanz). Wie viel Stickstoff den oben genannten Amino- 
siuren und Hexonbasen und dem Ammoniak angehort, (ibe 
sich nicht genau angeben: walhrscheinlich aber wird der Be- 
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trag 0,6 —0,7°/0 der Pflanzentrockensubstanz kaum iibersteigen, 
Gesetzt aber auch, dab derselbe noch etwas grOber ist) und 
o ausmacht. so wiirden doch immer noch 2°/o (=20%/o 
des Gesamtstickstolfs) auf andere Verbindungen fallen. Dab 
unter diesen Verbindungen auch in Wasser Basen 
sich vorfanden, zeigte auch der folgende Versuch: Ein 
durch Erhitzen mit Kupferoxydhydrat nach Stutzers Verfahren 
von den Proteinstoffen betreites wiisseriges Extrakt aus den 
fein zerriebenen Keimpflanzen wurde angesduert und mit 
Phosphorwollframsiiure versetzt, der Niederschlag nach dem 
Abfiltrieren und Auswaschen durch Baryumhydroxyd zerlegt, 
die dabei erhaltene Basenl6sung vom Ammoniak befreit) und 
sodann zur Stickstoffbestimmung nach Kjyeldahls Methode 
verwendet. Die darin’ vorgefundene Stickstoffmenge  betrug 
0.74% 9 der Pflanzentrockensubstanz. Subtrahiert man davon die 
auf Arginin und Histidin§ fallende Stickstoffmenge, welche 
hochstens O.1°o betragen kann, so bleiben noch 0.64°/o tibrig. 
Welchen Basen dieser Rest angehort, das werden wir. bei 
Forttiirung unserer Arbeit festzustellen suchen. 

Welchen Verbindungen die naeh Abzug jener 0,64° von 
den oben aufgeftihrten Restbetrage (2,0° 0) noch fibrig bleibende 
Stickstoffmenge (1,360) angehort, dartiber vermégen 
zur Zeit keine Angaben zu machen. Es scheint fast, dali die 
Keimpflanzen noch gewisse, in Wasser leicht lOsliche Produkte 
des Eiweibumsatzes, deren Natur bis jetzt) unbekannt ist, in 
betriichtlicher Menge enthalten.  Vielleicht wird es uns_ bei 
orttithrung unserer Untersuchungen moglich sein, auch dartiber 
zu gewinnen. 


Vergleichung der tS tigigen, etiolierten Keim- 
pllanzen mit den Pflinzchen der LL Entwicklungs- 
periode, 

Die stiigigen eliollerten Keimpflanzen sind weit armer 
an Proteinstofflen, dagegen weit reicher an Asparagin, auch 
reicher an Aminovaleriansiure und an Phenylalanin, als die 
Keimpllanzen der Periode. Tyrosin findet sich ihnen 
zweifellos in’ gerinverer Menge, als in den zuletztgenannten 
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Pilinzchen: ihr Arginingehalt wurde nur halb so grob ge- 
funden, als derjenige der 4tigigen Keimpflanzen. Daraus er- 
gibt) sich, Tyrosin und Arginin Stoffweehsel der 
Piliinzchen dem Verbrauche unterliegen. Der Unterschied im 
Leucingehalt der Pfliinzchen verschiedenen Alters libt sich 
nicht in Zahlen ausdriicken, da wir kein’ Verfahren zur 
quantitativen Bestimmung des Leucins besitzen. Es ist aber 
sehr wahrscheinlich, dab die 1stigigen etiolierten Ptilinzehen 
weniger Leucin enthalten, als die 6—7tiigigen Keimptlanzen: 
denn aus den letzteren sich leicht reines Leucin in’ be- 
triichtlicher Quantitét gewinnen, wiihrend die 1S tégigen, 
eliolierten Pflanzchen ein Aminosiiurengemenge lieferten, 
welches grObtenteils aus  Aminovaleriansiiure und Phenyl- 
alanin bestand. Gesetzt aber auch, dali der Leucingehalt der 
genannten beiden Objekte der gleiche wiire, so wiirde man 
doch einen Verbrauch von Leucin im Stoffwechsel der Ptlinzchen 
anzunehmen haben. Andernfalls wiirde man ja die hochst’ un- 
wahrscheinliche Annahme machen miissen, dab die nach dem 
Glen oder 7ten Tage der Keimung noch erfolgte Spaltung von 
Kiweibstoffen ohne Bildung von Leucin vor sich gegangen 
wiire. Ubrigens miifte ja auch dann, wenn kein Leucin mehr 
gebildet worden wire, die durch den Atmungsprozeb bewirkte 
Abnalime der Keimpflanzentrockensubstanz ein Ansteigen des 
Prozentgehalts dieser Trockensubstanz an Leucin zur Folge 
gehabt haben. Man hat somit anzunehmen, dab der Stofl- 
wechsel unserer Pflanzchen mit einem Verbrauch von ‘Tyrosin, 
Leucin und Arginin verbunden war. 


D. Autodigestionsversuche mit 2- und 3tagigen Keimpflanzen. 

Da von Butkewitseh (loc. cit.) schon mit Sicherheit 
nachgewiesen worden ist, dal ber der Autodigestion von 
Lupinuskeimpflanzen Leucin und Tyrosin= sich bilden, so 
haben wir bet den Autodigestionsversuchen unsere A\ufmerk- 
sumkeit zuniichst auf das Arginin, daneben auch auf die 
aundern Hexonbasen, gerichtet. Die meisten dieser Versuche 
luhrten wir in der von Butkewitsch beschriebenen Art und 
Weise aus. Als Material dienten 2tagige Keimpflanzen von 
16* 
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Lupinus albus, welche von den Schalen befreit, fein zerrieben 
und mit Ather behandelt worden waren; nach lingerem Ver- 
weilen unter dem Ather wurden sie durch Filtration von der 
fetthaltigen Losung getrennt und sodann im Exsiccator tber 
konzentrierter Schwefelsiiure getrocknet. Die Analyse gab 
fiir die fettfreie Trockensubstanz folgende Resultate: 

Gesamtstiekstoff 8,36 

Stickstoff in Proteinstoffen 6,740 

Verarbeitet in der friither beschriebenen Weise lieferte 
dieses Ausgangsmaterial 0,106°/o Arginin und 0,045°/o Histidin.!) 
Wir haben auch noch die Stickstoffmenge in dem = durch 
Silberl6sung und Barytwasser erzeugten Niederschlage, welcher 
das Arginin und das Histidin neben einer kleinen Menge 
anderer Substanzen einschloh, bestimmt; diese Stickstoffmenge 
betrug O,O88°/o der fettfreien Trockensubstanz.?) Die von 
jenem Nicederschlage abfiltrierte Fliissigkeit, welche das Lysin 
und andere Basen, z. B. Cholin, enthalten mufte, wurde 
durch Schwefelsiiure vom Baryt befreit, sodann mit Phosphor- 
wolframsiiure versetzt, der durch dieses Reagens hervor- 
gebrachte Niederschlag durch Barytwasser zersetzt, in der 
dabei erhaltenen Basenlésung die Stickstoffmenge bestimmt. 
Letztere betrug O.114°/0 der Trockensubstanz des Ausgangs- 
materials. 3) 

Von diesem Material wurden nun 50g (= 44,8) g@ 
wasserfrel) mit 250 ccm Wasser unter Zusatz von etwas zer- 
riebenem Thymol und etwas Toluol in einen vorher sterilisierten 
und mit Wattepfropf versehenen Glaskolben gebracht und 
hierauf 7 Tage lang im Brutschrank auf 385—40° erwarmt. 


1) Analytische Belege: 143,52 ¢ Trockensubstanz gaben 0,258 g 
Argininkupfernitrat = 0.1525 Arginin und 0,144 g Histidinsilber = 0,06-44 g 
Histidin (das Histidinsilber war nicht véllig rein). 

2) Angewendet 35.88 ¢ Trockensubstanz. Volumen der arginin- 
und histidinhaltigen Losung = 50 ecem. Je 25 cem dieser Liésung gaben nach 
Kjeldahls Verfahren a) 0.O16L g N; b) 0.0153 g¢ N (Mittel 0,0157 g N). 

3, Angewendet 143,520 g¢ Trockensubstanz. Volumen der lysin- 
haltigen Lésung = 100 ccm. Je 25 cem davon gaben a) 0,04088 g N; 
b) g N. 
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Dann wurde die Fliissigkeit vom Ungeldsten abfiltriert,') das 
mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat von den durch Tannin 
und durch bleiessig fiillbaren Substanzen befreit, sodann mit 
Schwetelsdure stark angesiiuert und, nach nochmaliger  Fil- 
tration, mit Phosphorwolframsiure versetzt. Aus der Lésung, 
die bei Zerlegung des Phosphorwolframséureniederschlags durch 
Baryumhydroxyd erhalten wurde, fiillten wir Arginin und 
Histidin zusammen durch Silbernitrat und Barytwasser aus 
und bestimmten in dem sorgfiiltig ausgewaschenen Nieder- 
schlage die Stickstoffmenge; letztere betrug 0,262 °/o der Trocken- 
substanz des Ausgangsmaterials.?) Die in den Silbernieder- 
schlag eingehende Stickstofimenge war also wiihrend der Auto- 
digestion von O,O88 auf 0,262 °/o, d. h. auf das Dreifache 
gestiegen. 

Fiir einen zweiten Versuch wurden 200 g des Ausgangs- 
materials (= 179,4 g wasserfrei), verteilt in 4 Kolben, ver- 
wendet. Die Autodigestion geschah unter den gleichen Be- 
dingungen, wie im ersten Versuch, wurde aber liinger (14 Tage 
lang) fortgesetzt. Dann wurde der Inhalt der 4 Kolben auf 
ein Filter gebracht. Das mit dem Waschwasser vereinigte 
Filtrat verarbeiteten wir in der’ bei Beschreibung des 
ersten Versuchs angegebenen Weise, nur mit dem Unterschiede, 
dafi wir in diesem Falle Arginin und Histidin getrennt aus- 
fallten und in Substanz darstellten. Wir erhielten dabei folgende 
Resultate: 


179.4 g des Ausgangsmaterials (wasserfrei in Rechnung gestellt) 
heferten nach der Autodiyestion 


1,595 g Argininkupfernitrat —0,9426 g oder 0,525°/o Arginin und 
0.4285 g Histidinsilber = 0,1915 g oder 0,107 °/o Histidin. 


Das in diesem Versuche erhaltene Argininkupfernitrat 
besafi nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser einen 


1, Nach Beendigung des Erhitzens im Brutschrank wurde bei den 
hier beschriebenen Autodigestionsversuchen fast ausnahmslos der Inhalt 
der Kolben bis zum Sieden erhitzt. 

2) Analytische Belege: angewendet: 44,85 g Trockensubstanz. Vo- 


lumen der arginin- und histidinhaltigen Lésung = 50 ccm. Je 25 ceim 
davon gaben a) 0,05870 g N; b) 0,0590 g N, 


€ 
ay 
af 
4 
‘ 
ches 
| 
ea 
— 


236 FE. Schulze und N. Castoro. 


Schmelzpunkt von 112—114°. Eine in dem entwiisserten Salz 

ausgefiihrte Kupferbestimmung gab folgendes Resultat: 

0.2780 ¢ der vom Krystallwasser befreiten Verbindung gaben 0,0410 ¢ CuO 
= 11.77» Cu. (Die Theorie verlangt 11,89°o Cu.) 

Vergleicht man die in diesem Versuche erhaltene Arginin- 
menge mit derjenigen, welche aus dem Ausgangsmaterial 
sewonnen werden konnte, so zeigt sich, dah die Argininmenge 
wiihrend der Autodigestion auf das Fiinffache gestiegen ist. 
Gleichzeitig hat sich auch die Quantitét des Histidins vermehrt, 
und zwar ist sie auf das 2! ofache gestiegen. 

Das Filtrat von dem = Argininsilberniederschage wurde 
durch Zusatz von Salzsiiure vom Silber, durch Zusatz von 
Schwefelsiiure vom Baryt befreit und sodann mit Phosphor- 
wolframsiiure versetzt. Den durch dieses Reagens  hervor- 
gebrachten Niederschlag zerlegten wir durch Baryumhydroxyd 
und bestimmten in der dabei erhaltenen Losung, in’ welcher 
auch das Lysin sich vorfinden mubte, die Stickstoffmenge. 
Letztere betrug O174°) der Trockensubstanz des Ausgangs- 
materials: sie war also um 0,06°o hoher als die in gleicher 
Weise fiir das urspriingliche Material gefundene Zahl. Dieses 
Resultat macht es sehr wahrscheinlich, dab wihrend der Auto- 
digestion auch die Quantitét des Lysins sich vermehrt hatte. 

Aus den im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnissen ist 
zu ersehen, dah die Autodigestion der Keimpflanzen eine 
Bildung von Arginin und Histidin, wahrscheinlich auch von 
Lysin, zur Folge hatte, eine Erscheinung, die man auf die 
Wirksamkeit) des proteolytischen Enzyms der Keimpflanzen 
zuruckzufiihren hat. Doch hat die Quantitat der Hexonbasen 
keine sehr bedeutende Zunahme erfahren, trotz der langen 
Hauer der Autodigestion. Dies war freilich naeh den von 
Butkewitsch (loe. cit.) gemachten Beobachtungen von vorn- 
herein zu erwarten, denn der Genannte fand bei Autodigestions- 
versuchen mit) Lupinenkeimlingen,!) dai die dem Phosphor- 
wolframsiiurenniederschlag angehorende Stickstoffmenge wiihrend 
der Versuche nicht sehr stark gestiegen war. Da in den gleichen 

1) Im folgenden reproduzieren wir einen Teil der von Butke- 
witsch mitgeteilten Resultate; unter a fiithren wir die im Ausgangs- 
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Versuchen die im Filtrat vom Phosphorwolframsiiurenteder- 
schlag enthaltene Stickstoffmenge stark gestiegen war, so 
kann man aus jener Tatsache noch nicht auf eine schwache 
Wirksamkeit des proteolvtischen Enzyms sehlieben, immerhin 
kann man die Frage stellen, warum auch bei langer Fort- 
setzung der Autodigestion die Eiweifimenge sich niemals so 
stark verringerte, wie in den lebenden Keimptlanzen bei 12- 
bis 15tigiger Dauer der Vegetation unter Lichtabschlub. 

Am wahrscheinlichsten ist es wohl, dati im Beginn der 
Keimung ein grobes Quantum des proteolytischen Enzyms 
noch nicht vorhanden war und dali dieses Enzym sich erst in 
dem Mabe bildete, wie die Keimpflanzen seiner bedurtten !) 
Vielleicht sind aber auch noch andere Umstiinde von Einflub. 
So bildet sich z. B. im Stoffwechsel der lebenden Pilinzchen viel- 
leicht irgend eme Substanz, z. B. eine Siure, deren Vorhanden- 
sein die Wirkung des Enzyms unterstiitzt: auch ist es wahrschein- 
lich, dab in den Autodigestionsversuchen der Zusatz der Anti- 
septica die Wirkung des Enzyms abschwiichte, 

Die im letzten Satze geituberten Anschauungen veranlaften 
uns, noch einen Autodigestionsversuch mut) zerriebenen und 
entfetteten Keimpflanzen anzustellen, in welchem = als Anti- 
septikum Chloroform, daneben eine kleine Quantitiit von 
Citronensiiure zugesetzt wurde. Dieser Versuch, fiir welchen 
g lufttrockene Substanz (45.9% g wasserfrei),*) 0.25 
Citronensiiure und 250 cem Wasser verwendet wurden, dauerte 
7 Tage (Temperatur 85—40°), nach Beendigung des Erwiirmens 
wurde die Fliissigkeit ebenso wie bei den andern Versuchen 


inaterial, unter b die nach 12 tagiger Autodigestion erhaltenen Zahlen auf. 


Keimpflanzen von Cotyledonen 6! agiger 
Lupinus angustifolius Keimpflanzen 

2 tagig + tagig von Lupinus lutens 
a) b) a) bh) a) b) 
Proteinstickstoff (nach Stutzer) » « 635 482 633 472 6.77 
Stickstoff im Phosphorwolframsiureniederschlag O.30 O44 0.52 0,48 1,17 
Stickstoff der Amidverbindungen - « - O42 1,81 0.73 218 3,42 4.580 


1, M. vgl. W. Pfeffer, Die regulatorische Bildung von Diastase. 
Berichte der sichsischen Akademie. d. Wissenschaften, 7. Dezember 
2; Die fiir diese und die folgenden Versuche benutzten zweitigigen 
Keimpflanzen entstammten einer andern Kultur, als die friiher verwendeten, 
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verarbeitet. Die Stickstoffmenge, welche in dem durch Silber- 
nitrat und Barytwasser hervorgebrachten Niederschlage vor- 
gefunden wurde, betrug 0,276°/o der Keimpflanzentrocken- 
substanz;1) sie war also nur um einen unwesentlichen Betrag 
hoher, als die im ersten Autodigestionsversuche in gleicher 
Weise erhaltene Stickstoffquantitiit (0,262°/o). Immerhin scheint 
der Siiurezusatz giinstig gewirkt zu haben. 

Wir hielten es fiir angezeigt, auch noch Autodigestions- 
versuche mit frischen Keimpflanzen zu machen, um zu priifen, 
ob in diesem Falle die Verhiiltnisse fiir die Bildung von Arginin 
giinstiger waren. Die fiir diese Versuche verwendeten Keim- 
pflanzen waren etwa 3 Tage alt und demgemiil} in der Ent- 
wicklung weiter fortgeschritten, als die fiir die andern Versuche 
benutzten Pfliinzchen. Sie wurden zerrieben und sodann unter 
Zusatz von Chloroform und Wasser in sterilisierte Glaskolben 
gebracht, welche einen Watteverschlul erhielten; im Versuch 2 
wurde 1 g Citronensiiure zugesetzt. Die Autodigestion dauerte 
Tage (Temperatur 35—-40°). Nach Beendigung des 
Erhitzens trennten wir die Fliissigkeit vom Ungelésten und 
verarbeiteten sie sodann in der friiher beschriebenen Weise 
auf Arginin. Wir erhielten dabei folgende Resultate: 

Versuch I: 520 ¢ frische Pflinzchen mit 102,7 g Trocken- 
substanz gaben nach der Autodigestion 0,530 g Argininkupfer- 
nitrat 0,3132 g oder Arginin. 

Versuch II: 500 g frische Pfliinzchen mit 93,93 g Trocken- 
substanz gaben nach der Autodigestion 0,544 g Argininkupfer- 
nitrat = 0,322 g oder 0,34°/o Arginin. 

Da der Arginingehalt des fiir diese Versuche benutzten 
Materials nicht bestimmt worden ist, so lift sich aus vor- 
stehenden Zahlen nicht berechnen, um wieviel wihrend der 
Autodigestion das Arginin an Menge zugenommen hatte. Doch 
sieht man, dal} in diesen Versuchen die Verhiiltnisse fiir die 
Argininbildung nicht giinstiger lagen, als in den Versuchen 


1) Analytische Belege: Das Volumen der arginin- und_histidin- 
haltigen Lisung betrug 100 ccm. Je 30 cem davon gaben 
a) 0.03654 g N, 
b) 0.08624 g N. (Mittel 0,03639 g N_). 
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mit getrockneten Keimpflanzen; denn die nach der Autodigestion 
vorgefundene Argininmenge betrug ja in Maximo nur 0,54°'o 
der Pflanzentrockensubstanz. 

Endlich haben wir auch noch einen Autodigestionsversuch 
mit 50 g der getrockneten und mit Ather extrahierten zwei- 
tiigigen Keimpflanzen ausgefiihrt, in welchem der Fliissigkeit 
durch Zusatz von etwas Soda anfangs schwach alkalische Reaktion 
gegeben wurde. Als Antiseptikum setzten wir Chloroform zu; 
die Versuchsbedingungen waren im iibrigen die gleichen, wie 
bei den mit dem gleichen Material friiher ausgefiihrten Ver- 
suchen. Die Autodigestion dauerte 10 Tage. Die nach be- 
endigung des Erhitzens vom Ungelésten getrennte Fliissigkeit 
wurde so verarbeitet, wie es oben angegeben worden ist. Die 
Stickstoffmenge in dem durch Silberldsung und Barytwasscr 
hervorgebrachten Niederschlage betrug 0,183° 0 der Trocken- 
substanz des Ausgangsmaterials. Demnach war in diesem 
Versuche weniger Arginin und Histidin entstanden, als in den 
andern Versuchen. Offenbar war der Sodazusatz der Wirkung 
des Enzyms nicht giinstig. 

Aus den im vorigen gemachten Mitteilungen ist zu ersehen, 
in welchem Mahe wihrend der Autodigestion das Arginin und 
das Histidin an Menge zugenommen hatten. Um iiber die 
gleichzeitige Bildung von Leucin und Tyrosin Aufschlul zu 
gewinnen, wurden noch 2 andere Versuche angestellt: als 
Material fiir dieselben dienten getrocknete und mit Ather 
extrahierte zweitagige Keimpflanzen. Es uns erwinscht 
gewesen, die bei der Autodigestion stattfindende Bildung von 
Leucin und Tyrosin durch quantitative Bestimmungen genau 
verfolgen zu kdnnen: da aber fiir diesen Zweck geeignete 
Methoden nicht bekannt sind, so muften wir uns darauf 
beschriinken, die bei Verarbeitung der Fliissigkeiten erhaltene 
Ausbeute an Aminoséuren zu bestimmen. 

Fiir den ersten dieser beiden Versuche verwendeten wir 
100 g lufttrockenes Material mit 87,9 g Trockensubstanz. Als 
Antiseptikum wurde Chloroform zugesetzt; die Versuchs- 
bedingungen (Wassermenge, Temperatur etc.) waren im iibrigen 
die gleichen, wie friiher. Die Autodigestion dauerte 7 Tage. 
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Die nach Beendigung des Erhitzens vom Ungeloésten getrennte 
Fliissigkeit wurde mit Schwefelsiiure angesduert und sodann 
mit Phosphorwolframsiiure versetzt, der durch dieses Reagens 
erzeugte Niederschlag abfiltriert, das Filtrat durch Barytwasser 
von der tiberschiissigen Phosphorwolframsiiure und der Schwetel- 
siiure befreit, hierauf bei neutraler Reaktion im Wasserbade 
stark eingeengt und nun mit etwas konzentrierter Ammoniak- 
fliixsigkeit und so viel Weingeist versetzt, dab eine starke 
Fiillung entstand. Die von dieser Fiillung getrennte weingeistige 
Fliissigkeit lieferte, nachdem sie im Wasserbade zum Sirup 
eingedunstet worden war, eine aus Aminosiiuren bestehende 
Ausscheidung. Letztere wurde auf einem Zeugfilter abfiltriert 
und mit etwas Weingeist gewaschen, das Filtrat mit mehr 
Weingeist und etwas Ammoniaktliissigkeit versetzt, die dadureh 
hervorgebrachte Fiillung wieder entfernt. Die dabei iibrig 
bleibende weingeistige Losung lieferte nach dem Eindunsten 
wieder eine aus Aminosiiuren bestehende Ausscheidung, welche 
mit der zuerst erhaltenen vereinigt wurde. Aus der dabei 
iibrig geblicbenen Fliissigkeit konnten wir bei gleicher Be- 
handlang noch ein drittes Mal Aminosiiuren gewinnen, doch 


nur in sehr geringer Quantitiit. Die dureh Aufstreichen aut 


eine Tonplatte von den Resten der Mutterlauge  befreiten 
Aminosiiuren wurden Exsiceator getrocknet und sodann 
cewogen: ihr Gewicht betrug 1,093 ¢ — 1,25° 0 der Trocken- 
substanz des Ausgangsmaterials. Das in dieser Weise erhaltene 
Produkt bestand allem Anschein nur aus Aminosiuren 
(Asparagin war darin nicht nachzuweisen). Aus demselben 
konnten leicht) Tyrosin und Leucin isoliert’ werden. Das 
dabei angewendete Trennungsverfahren entsprach den friiher 
von EK. Schulze sowie auch von Butkewitsch gemachten 
Angaben. 

In dem beschriebenen Versuche war die 
Ausbeute) an Aminosiiuren nicht besonders hoch — vermutlich 
deshalb, weil ein Teil dieser Stoffe in die Fiillungen  tiber- 

!) Analytische Belege: Volumen der arginin- und histidinhaltigen 


Fliissigkeit = LOO cem. Je 30 cem davon gaben: a) 0,02396 g N. 
b) 002411 g N. 
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gegangen war. Eine bedeutend gréfere Ausbeute an Amino- 
siiuren lieferte ein zweiter Versuch. in welchem wir die 
Fliissigkeit in etwas anderer Weise verarbeiteten — allerdings 
war in diesem Falle die Autodigestion etwas linger, niimlich 
10 Tage lang fortgesetzt worden. Fiir diesen Versuch ver- 
wendeten wir 150 des lufttrockenen Ausgangsmaterials 
—= 131,85 Trockensubstanz. Die Versuchsbedingungen waren 
die gleichen wie in dem zuletzt beschriebenen Versuche, als 
Antiseptikum wurde Chloroform zugesetzt. Die nach Beendigung 
des Erhitzens vom Ungeldsten getrennte Fliissigkeit versetzten 
wir zunachst mit Tannin, entfernten die dadurch entstandene 
Fallung durch Filtration und fiigten dem Filtrat Bleiessig in 
schwachem Uberschufi zu. Das Filtrat vom Bleiniederschlag 
wurde durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreit, dann im 
Wasserbade stark eingeengt. Aus der erkalteten Fliissigkeit 
schied sich Tyrosin aus; die davon abfiltrierte Mutterlauge 
gab bei weiterem Verdunsten eine hauptsiichlich aus Leucin 
bestehende Ausscheidung, die wir mit Hilfe eines Zeugtilters 
von der dickfliissigen Mutterlauge trennten und sodann auf eine 
Tonplatte brachten. Die Mutterlauge wurde zuniichst mit 
konzentrierter Ammoniakfliissigkeit, dann mit soviel Weingeist 
versetzt, dab eine starke Fiillung entstand. Die von dieser 
Fillung getrennte weingeistige Losung behandelten wir dann 
ganz ebenso, wie die in iihnlicher Weise in dem_ vorher 
beschriebenen Versuch erhallene Losung. Die dabei zur Ab- 
scheidung gebrachten Aminosiiuren wurden mit den zuerst 
erhaltenen vereinigt. Das Gewicht des in dieser Weise dar- 
gestellten Priiparats betrug nach dem Trocknen 3,5 g oder 
ea. 2.6°'o der Troekensubstanz des Ausgangsmaterials. 

Das Gewicht des in diesen beiden Versuchen erhaltenen 
Tyrosins betrug nicht viel weniger als Gereinigt durch 
Auflésen in Ammoniak und Wiederausfiillen durch Salpeter- 
<iiure sowie durch Umkrystallisieren aus ammoniakhaltigem 
heiben Wasser hbildete es weibe, gliinzende Nadeln. Die 
Krystalle lésten sich leicht in Ammontaktliissigkeit, sowie 
in. verdiinnten Mineralsiiuren und gaben die Hoffmansche, 
die Piriasche und die Moérnersche Reaktion. Das Leucin 
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bildete, nachdem es durch wiederholtes Umkrystallisieren aus 
einem Gemisch von heifem Weingeist und Ammoniakfliissigkeit 
gereinigt worden war, weife, glinzende Krystallbliattchen, die 
beim Erhitzen im GlasrOhrchen sich unter Bildung eines weiben 
Sublimats verfliichtigten und dabei den Geruch nach Amylamin 
entwickelten. Sie lésten sich schwer in kaltem, leicht in 
kochendem Wasser: in heibem Alkohol listen sie sich erst 
nach Zusatz von etwas Ammoniakfliissigkeit. Ihre heibe, 
wiisserige Losung gab auf Zusatz von Kupferacetat eine dem 
Leucinkupfer gleichende Ausscheidung. 

Kin mit heifem Wasser hergestellter Auszug aus dem 
fiir die Autodigestionsversuche verwendeten Ausgangsmaterial| 
lieferte bei der Verarbeitung nach beschriebenen Ver- 
fahren nur eine sehr geringe Menge von Aminosiiuren: be- 
zogen auf die Trockensubstanz des Ausgangsmaterials, betrug 
die Ausbeute nur ca. 0,2°/o. Daraus ergibt sich aber mit 
Sicherheit, daf bei der Autodigestion der Keimpflanzen Leucin 
und Tyrosin in sehr betrichtlicher Quantitaét gebildet wurden. 
Das Gleiche ist durch die von Butkewitsch mit Keimpflanzen 
von Lupinus luteus gemachten Versuche bewiesen worden, 
wie weiter oben von uns schon erwihnt wurde. 

Es scheint, dal wihrend der Autodigestion eine Bildung 
von Leucin und Tyrosin in stiérkerem Mabe erfolgt ist, als die 
Bildung vonArginin. Denn der Gehalt des Untersuchungsmaterials 
an dieser Base konnte durch die Autodigestion nur bis auf 
ungefiihr ‘/2°/o gesteigert werden, wahrend die Ausbeute an 
Aminosiiuren bis auf ungefiihr 2,6°/o stieg — obgleich ohne 
Zweifel bei der Abscheidung dieser letzteren Stickstofl- 
verbindungen aus den Extrakten betriichtliche Substanzverluste 
nicht zu vermeiden waren. Diese Schluffolgerung steht auch 
im Einklang mit den Resultaten der von Butkewitsch aus- 
gefiihrten Autodigestionsversuche. Wie aus den oben reprodu- 
zierten Zahlen zu ersehen ist, war in diesen Versuchen die 
aus eiweibfreiem Extrakt in den Phosphorwolframsiurenieder- 
schlag eingehende Stickstoffmenge wiihrend der Autodigestion 
sowohl bei Lupinus angustifolius als bei Lupinus luteus nur wenig 
gestiegen, wihrend dagegen die Stickstoffmenge im Filtrat vom 
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Phosphorwolframsiureniederschlag sich sehr stark vermehrt 
hatte. 

Wollte man annehmen, dal diese Stickstoffmenge aus- 
schlieblich krystallinischen Produkten, und zwar Aminosiiuren, 
angehorte, so miibte der Gehalt der beziiglichen Extrakte an 
solchen Produkten ein sehr hoher gewesen sein. Doch lassen 
sich gegen jene Annahme Einwiinde erheben,; es ist moglich, 
dai bei der Einwirkung des proteolytischen Enzyms auf die 
Kiweibstoffe neben Arginin und Aminosiiuren auch Produkte 
sich gebildet hatten, welche durch Phosphorwolframsiiure nicht 
mehr gefallt wurden, aber noch nicht krystallinische Endpro- 
dukte der Spaltung waren. 

Wenn es Verfahren giitbe, mit deren Hilfe man Leucin 
und Tyrosin aus den Extrakten quantitativ abscheiden und 
besimmen konnte, so wiirde es von Interesse sein, die dabei 
erhaltenen Zahlen mit der Eiweifquantitiit zu vergleichen, 
welche withrend der Autodigestion gespalten worden ist: bei 
dieser Vergleichung wiirde dann auch das Resultat einer gleich- 
zeitig ausgefiihrten Argininbestimmung zu beriicksichtigen sein. 
Leider aber stehen Verfahren, mittels deren jenes Ziel sich 
erreichen labt, uns zur Zeit noch nicht zur Verfiigung. Die 
Aufgabe, den Zerfall der Eiweifstoffe in die verschiedenen 
krystaliinischen Spaltungsprodukte mit Hilfe quantitativer Be- 
stimmungen zu verfolgen, lief sich also mit den augenblicklich 
zur Verfiigung stehenden Hilfsmitteln nicht in’ befriedigender 
Weise losen; dai aber dureh das proteolytische Enzym_ der 
keimenden Samen die Eiweilbstoffe in den letzteren eine weit- 
gehende Spaltung erleiden, dariiber kann nach den jetzt vor- 
liegenden Versuchen wohl kein Zweilel mehr bestehen. Daraus 
folgt jedoch noch nicht, dab die Keimpfliinzchen nur dieses 
eine Hilfsmittel zur Spaltung der Eiweilistoffe besitzen; es wiire 
ja moglich, die Fiweibspaltung durch das Enzym nur ein- 
geleitet, dann aber durch andere Mittel weitergefiihrt wiirde. 
Kinen derartigen Verlauf der Eiweibzersetzung wiihrend der 
Keimung scheint man fiir manche Samen, so z. B. fiir die- 
jenigen der Gerste, anzunehmen.!) 


1) C. J. Lintner, Chem. Zentralbl. 1902, S. 288. 
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E. Normale 14tiagige Pflanzen. 

Normale 14tiigige Pflanzen, gewachsen im Freien bei 
giinstiger Witterung in fruchtbarem Boden, sind von Wassi- 
hie ff loc. cit. untersucht worden und zwar in der Weise. dal 
dieselben in Cotyledonen, Stengel, Wurzeln und Bliittchen zer- 
legt, diese Teile sodann gesondert der qualitativen und quan- 
litativen Untersuchung unterworfen wurden. Die quantitative 
Analyse hatte vorzugsweise den Zweck, die Verteilung des 
Stickstolfs auf die verschiedenen Stoffe und Stoffgruppen so 
gut Zu bestimmen, wie dies mit Hilfe der verfiigbaren Methoden 
moglich war. Das Asparagin wurde nach Sachsses Verfahren 
bestimmt; doch wurden die dabei erhaltenen Resultate durch 
Wiigung der aus den Extrakten abscheidbaren Asparaginkrystalle 
kontrolliert. 

Wir haben die von Wassilieff erhaltenen Resultate 
zuvichst dadurch ergiinzt, dab wir in den oben genannten 
Objekten unter Benutzung des davon noch vorhandenen Ma- 
terials den Gehalt an Arginin in der friither beschriebenen 
Weise bestimmten. Ferner haben wir von normalen 
Piliinzchen, welche in ihrem Entwicklungsgrade mit den von 
Wassilieff untersuchten ungefihr iibereinstimmten, die Bliitter 
abgetrennt und in Stiele und Blattspreiten zerlegt; in einem 
jeden dieser beiden Teile wurde dann der Asparagingehail! 
bestimmt. Die Resultate dieser Bestimmungen teilen wir 
im folgenden mit und reproduzieren zugleich die Ergeb- 
nisse der Wassilieffschen Arbeit insoweit, als dies fiir die 
weiter unten folgenden Betrachtungen erforderlich ist. 

Cotyledonen. 
Die Troekensubstanz der Cotyledonen enthielt : 


Gesamitstickstoff 7,83 

Protemstoffe 14.6490 mit 2,44°%o N 
Asparagin 17,09 » » 
Arginin O14°%/o » 0.04390 » 21) 


Die Cotvledonen enthielten also neben einer groben Menge 
von Asparagin auch ein wenig Arginin. Bei Verarbeitung des 


1) 285 g Cotyledonentrockensubstanz gaben 0,678 g Argininkupler- 
nitrat == O400 Arginin. 
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Phosphorwolframsiiureniederschlags nach dem weiter oben be- 
sprochenen Verfahren erhielten wir auch etwas Histidindichlorid. 
Aus dem Gewicht des letzteren berechnet sich fiir die Coty- 
ledonen ein Gehalt an Histidin, der ungefiihr halb so grof} ist. als 
der Arginingehalt. Doch schien das Histidindichlorid nicht vollig 
rein zu sein: denn das daraus dargestellte Histidinsilber besal 
einen hinter der Theorie etwas zuriickbleibenden Silbergehalt. 

Wassilieff suchte aus einem weingeistigen Cotyledonen- 
Extrakt Aminosiiuren darzustellen. Da das Auskrystallisieren 
der letzteren durch den ziemlich betriichtlichen Zuckergehatt 
des Extrakts erschwert wurde, so zerstOrte Wassilieff diesen 
Zueker durch Giirung.!) Es gelang dann, eine kleine Quantitiit 
von Aminosiiuren zu gewinnen (ca. 0,3 ¢ Rohprodukt aus 600 ¢ 
Cotyledonen). Das so erhaltene Produkt schlof neben Leucin 
vermutlich etwas Aminoyaleriansiiure ein. 

Stengel. 
Die Trockensubstanz der Stengel enthielt: 


> 


Gesamtstickstoff 6.77 


Proteinstoffe 9.56% mit 1.56% N 
Asparagin 21.12%, » 4.48% 


Aus den Stengeln vermochten wir, bei Anwendung von 
#20 ¢ lufttrockenen Materials, kein Arginin zu isolieren: bei 
Verarbeitung des Phorphorwolframsiiureniederschlags erhielten 
wir aus der durch Silberl6sung und Baryt) hervorgebrachten 
Fillung nur eine geringe Menge eines Sirups, aus welchem 
kein Argininnitrat auskrystallisierte. Doch gab die wiisserige 
Losung dieses Sirups, freilich nur schwach, die Reaktionen 
des Arginins: es ist also moOglich, dafb eine sehr geringe Menge 
dieser Base vorhanden war. Der Phosphorwolframsiiurenieder- 
~chlag lieferte dagegen eine kleine Quantitiit von krvstallisiertem 
Histidindichlorid (0,322 ¢ aus 420 ¢ der lufttrockenen Stengel); 
doch war dieses Produkt wohl nicht ganz rein, denn der 
Sibergehalt des daraus dargestellten Histidinsilbers blieb um 
ca, 2% o hinter der Theorie zuriick. Aminosiiuren | Leucin ete. 
vermochte Wassilieff nur in sehr kleiner Menge aus den 


1 ks ist anzunehmen, infolge des Hefezusatzes die Amino- 
siurenmenge nicht verringert, vielleicht aber ein wenig vergrofert wurde. 
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Stengeln zu gewinnen: 700 g der letzteren lieferten nur 
O17 g Aminosiiuren (Rohprodukt). 

Die Stengel enthiellen also neben einer sehr grofen 
Asparaginquantitiit nur sehr kleine Mengen von Aminosiuren, 
von Arginin und von Histidin. Von Interesse ist es, noch 
einen Blick auf die Zahlen zu werfen, welche Wassilieff fiir 
die Verteilung des Stickstoffs auf die verschiedenen Stoffe und 
Stoffgruppen erhielt. 

Vom Gesamtstickstoff fielen: 


auf Proteinstoffe 23,04 
» Asparagin 66,17 °/o 
» die aus eiweififreiem Extrakt durch Phos- 

phorwolframsiure fillbaren Stoffe 6,20 %/o 
andere Verbindungen (Differenz) 4.59 0 


Summe 1 10,00 9/9 
Auch diese Zahlen zeigen, wie stark das Asparagin gegen- 
iiber anderen nicht proteinartigen Stickstoffverbindungen im 
Saft der Stengel priivalierte. 


Wurzeln. 
Die Trockensubstanz der Wurzeln enthielt: 


Gesamtstickstoff 5,40 
Proteinstoffe 11,220 mit 1,87°/o N 
Asparagin 10.23%) » 217% » 


Von den Wurzeln war fiir die Bestimmung des Arginins 
kein geniigendes Quantum mehr vorhanden. Es darf jedoch 
fiir wahrscheinlich erkliirt werden, dali die Wurzeln in bezug 
auf den Arginingehalt mit den Stengeln tibereinstimmten und 
demnach nur eine sehr geringe Menge der genannten Base 
enthielten. Aminosiiuren fanden sich nach Wassilieffs Unter- 
suchung in den Wurzeln nur in sehr kleiner Quantitéit vor. 


Bliittehen. 


Die Trockensubstanz der Blittchen enthielt: 


Gesamtstickstoff 6.97 
Proteinstoffe 24.66%. mit 4.11°%o N 
Asparagin 6.65% » » 


Arginin O.006 0,002 N. 
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Die Bliittchen enthielten also Arginin sehr’ kleiner 
Menge. Wir mubten von diesem Material ein sehr groves 
Quantum anwenden, um eine fiir die Identifizierung gentigende 
Argininmenge zu gewinnen; aus ¢ lufttrockener Blittchen 
erhielten wir nur O.O88 g Argininkupfernitrat. Histidin schien 
zwar in sehr kleiner Menge vorhanden zu sein: doch = gelang 
es uns nicht, Histidinchloridkrystalle zu erhalten. Amiunosiiuren 
(Leucin usw.) vermochte Wassilieff aus den Bliittchen nur in 
schr kleiner Menge abzuscheiden, ein Kilogramm luft- 
trockenen Materials lieferte nur 0,21 g¢ Aminosiiuren. 

Die grobe Differenz zwischen dem Asparagingehalt der 
Stengel (21,12°/o) und der blittchen (6,65°/0) entspricht der 
Annahme, dab in den Bléttchen unter dem Einflufi der hier 
im Assimilationsprozeb gebildeten Kohlenhydrate das Asparagin 
in EiweiB umgewandelt wird. In Ubereinstimmung mit dieser 
Annalhme steht die Tatsache, dab der Gehalt der Bliittchen 
an Proteinstoffen 2! 2 mal so grof war, als derjenige der Stengel. 

Wie schon oben erwiihnt worden ist, haben wir noch 
von normalen 14tigigen Pfliinzchen die bliitter abgetrennt, 
dieselben in Stiele und Blattspreiten zerlegt und jeden dieser 
Teile auf Asparagin untersucht. Dabei erhielten wir folgende 
auf die Trockensubztanz der Untersuchungsobjekte sich be- 
ziehende Zahlen. 

Die Blattstiele enthielten 7.92 %9 Asparagin 

» Blattspreiten » 2,36 

Auch dieser Befund steht in Einklang mit der obigen 
Annahme: wenn die Assimilationsprodukte die) Umwandlung 
des Asparagins bewirken, so mub in denjenigen Teilen des 
Blattes, in denen der Assimilationsprozel seinen Sitz hat, der 
Asparagingehalt geringer sein als im Blattstiel. 

Aus den vorstehenden Zahlen berechnet sich unter Be- 
riicksichtigung des Verhiiltnisses, in welchem das Trocken- 
cewicht der Blattstiele zu demjenigen der Blattspreiten stand, 
fiir die ganzen Bliitter ein Asparagingehalt von 3,5 0, wih- 
rend die von Wassilieff untersuchten Blatter 6.65 0 As- 
paragin enthielten. Dab der Asparagingehalt dieser Organe 
ziemlich betrichthchen Schwankungen unterliegen kann, ist 
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leicht) zu verstehen: je nach der Intensitiit, mit welcher der 
Assimilationsprozeb und mit letzterem die Bildung von Ei- 
weilistofien auf Wosten des Asparagins vor dem Zeitpunkt der 
Ernte in den blattern) verlief, vielleicht auch je nach der 
Tageszeit, in der die Ernte stattgefunden hat, die vor- 
handene Asparaginmenge schwanken. 

Schiieblich sei noch erwiihnt, dah auch aus den von den 
Stielen getrennten Blattspreiten Asparagin in Krystallen  dar- 
gestellt werden kKonnte, und zwar isolierten wir dasselbe aus 
dem Mercurinitratniedersehlag. Die Krystralle simmten sowohl 
im Aussehen wie in den Reaktionen mit Asparagin tiberein. 


Die Zusammensetzung der ganzen Pfliinzchen. 

Aus den bet Analyse der einzelnen Pflanzenteile erhal- 
tenen Zahlen hat Wassilieff unter Beriicksichtigung des 
Trockengewichts jener Teile die Zusammensetzung der ganzen 
Piliinzchen berechnet. entsprechender Weise haben wir 
noch den Arginingehalt dieser Pflfinzchen berechnet, wobei 
wir die Annahme machten, dab die Wurzeln nicht mehr Ar- 
ginin enthielten als die Stengel.4) Das Resultat der Berech- 
nung teilen wir im folgenden mit und reproduzieren gleich- 
zeitig einen Teil der von Wassilieff gefundenen Zahlen. 

Die Trockensubstanz der Pfliinzchen enthielt: 


Gesamtstickstoff 

Protemstoffe 17.76 mit 2.96 N. 
Arginin 0,033 > 


Fiir den Arginingehalt der Pfliinzchen ergibt sich also 
eine sehr niedrige Zahl Dab neben dem Arginin sich aueh 
nur eine sehr kleine Histidimmenge vorfand, ist aus den fiir 
die cinzelnen Pilanzenteile gemachten Angaben zu ersehen. 
Diese Angaben zeigen, daly auch Leuein und Aminovalerian- 
siiure inden Pilfinzchen sich nur in sehr geringer Quantitiit vor- 
fanden und dab aus denselben Tyrosin und Phenylalanin nicht 

1) Ist diese Annahme nicht richtig, so kann dadurch doch kein 


vrofer Fehler bedingt worden sein, da das Trockengewicht der Wurzeln 
nur ca. 7 °o vom Trockengewicht der ganzen Pflinzchen betrug. 
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dargestellt werden konnten. In bedeutender Menge fand sich 
dagegen Asparagin vor. Der Gehalt) der Pflanzentrocken- 
substanz an diesem Amid betrug 12,78 %o; von der auf micht 
proteinartige Verbindungen fallenden Stickstoffmenge gehorten 
70.4 °/o dem Asparagin an; von dem Rest (29.6 ° 0) wird nur 
ein kleiner Teil von den aus den Pilinzchen abscheidbaren 
Aminosiiuren und Hexonbasen gedeckt; demnach miissen neben 
diesen Stoffen und dem Asparagin noch andere nicht protein- 
arlige Stickstoffverbindungen in betriichtlicher Quantitiit) vor- 
handen gewesen sein. Auf die Frage nach der Natur dieser 
stoffe libt sich eine geniigende Antwort zur Zeit nicht geben, 
Allerdings ist nachgewiesen, dali auber Arginin und Histidin 
noch andere durch Phosphorwolframsiiure fiillbare krystalli- 
nische Stickstoffverbindungen, z. B. Vernin, sich vortanden; 
doch betrug die Stickstoffmenge, welche in den in einem 
eiweibfreien Extrakt) durch Phosphorwolframsiiure erzeugten 
Nicderschlag eingegangen war, nach Wassilieffs Bestimmung 
nur 7,63 °%o des Gesamtstickstotfs. Die Unsicherheit, der 
wir uns hier in bezug auf die Natur der nicht protemartigen 
Stickstoffverbindungen betinden, besteht) ubrigens auch hin- 
sichtlich junger, griiner Gewiichse anderer Art: solche Ge- 
wiichse enthalten hiiufig nicht proteinartige Stickstoffverbin- 
dungen in betriichtlicher Menge, ohne dab wir tiber die Qua- 
litiit derselben genauere Angaben zu machen vermogen. 


Vergleichung der normalen 1 4tiigigen Pflinzchen mit 
den Pflinzchen, in denen der Assimilationsprozeli 
nicht stattfinden konnte. 

Vergleicht man die normalen {4tiigigen Piliinzchen 
den Keimpflanzen der ersten Entwicklungsperiode, so zeigt 
sich, dafi die letzteren bedeutend reicher an Arginin und an 
Aminosiuren (Leucin, Tyrosin ete.) sind. Aus 4tiigigen Keim- 
pilanzen konnten wir 0,28 Arginin darstellen, aus normalen 
1 4tigigen Pflanzchen nur 0,053° 0: die Aushbeute au Aminosiiuren 
war weit gréfer aus Keimpflanzen, deren Alter nur 7 Tage 
betrug, als aus den griinen Piliinzchen. Dagegen 
enthielten die letzteren ebensoviel Asparagin als die 7tiigigen 
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Keimpflanzen. Bemerkenswert ist, von der den nicht 
proteinartigen Verbindungen angehdrenden Stickstoffmenge in 
den griinen Pflanzchen ungefiihr auf das Asparagin 
ficlen, in den 7tigigen WKeimpflanzen dagegen nur 56 

Kine Vergleichung der 14tigigen normalen mit den 18- 
tigigen etiolierten Pfliinzchen zeigt, dab die letzteren reicher an 
Aminosiiuren (Aminovaleriansiiure und Phenylalanin) und auch 
elwas reicher an Arginin sind, als die griinen Pflanzchen, auch 
enthalten sie eine welt grofere Quantitéit von Asparagin. Bei 
dieser Vergleichung mu aber beriicksichtigt werden. in 
den griinen Pfliinzchen tm Assimilationsprozei ein betriicht- 
liches) Quantum von Kohlenhydraten) gebildet) worden war, 
withrend der Kohlenhydratgehalt der etiolierten Pfliinzchen 
wiihrend jhrer’ Entwicklung fortwiihrend abgenommen. hatte: 
infolge davon war der Stickstoffgehalt in den letzteren auf 
10,08 gestiegen, in den griinen Pfliinzchen dagegen auf 
6.81 °o gesunken; mit dem Stickstoffgehalt mub aber in Jenen 
Piliinzehen selbstverstiindlich der Prozentgehalt an denjenigen 
Stickstoffverbindungen, die einer Zersetzung im Stoflwechsel 
nicht unterlagen, gestiegen sein, 

Vergleicht man in den beiden Objekten die Verteilung 
des Gesamitstickstoffs auf die verschiedenen Stoffe und Stoff- 
eruppen, so zeigt sich u. a., dab von 100 Teilen des Nicht- 
proteinstickstoffs in den griinen Pflinzchen ca. 70 Teile aut 
Asparagin fallen, in den etiolierten dagegen 65 Teile. In den 
Thigigen Keimptlanzen gchorten, wie oben schon erwiihnt ist, 
nur 56 Teile des «Nichtproteinstickstoffs dem Asparagin an, 
Wiihrend der Entwieklung der Pflinzchen am Licht hatte also 
das Mengenverhiiltnis zwischen dem Asparaginstickstoff und 
der auf andere nichtproteinartige Verbindungen fallenden Stick- 
stoffmenge sich zugunsten des ersteren verschoben, so dab 
man denken kénnte, es seien die letzteren Verbindungen fiir 
die Kiweibsynthese in den ergriinten Pflanzchen in stiérkerem 
Mabe verwendet worden, als das Asparagin. 

Diese auch an einigen anderen Objekten hervorgetretene 
Erscheinung mut auffallen im Hinblick auf die unseres Wissens 
sehr verbreitete Ansicht, dab gerade das Asparagin eine fiir 
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die Eiweibsynthese sehr geeignete Stickstoffverbindung ist — eine 
Ansicht, die auch, wie oben dargelegt ist, eine Stiitze in den 
Beobachtungen findet, welche tiber die Verteilung des Aspara- 
gins auf die verschiedenen Organe der griinen Pfiliinzchen von 
Lupinus albus gemacht worden sind. Der anscheinende Wider- 
spruch verschwindet, wenn man der von E. Schulze aus 
seinen Untersuchungen abgeleiteten Schlubtolgerung zustimma, 
in den Keimpflanzen Asparagin auf Kosten anderer Pro- 
dukte des Eiweifumsatzes gebildet werden kann. Ist dies der 
Fall, so kann trotz des Verbrauchs von Asparagin in den 
Blittehen und anderen im Wachstum beeriffenen Pilanzenteilen 
die vorhandene Asparaginquantitiit eine Zunahme erfahren, 
weil withrend der Zuleitung der Eiweibzersetzungsprodukte 
nach den Verbrauchsorten Asparagin sich bildet. 

Man hat anzunelmen, dai die Bildung von Asparagin 

auf Kosten anderer Produkte des Eiweifumsatzes sowohl in 
den etiolierten als in den normalen, griinen Pfliinzehen erfolgt. 
In den letzteren scheint dieser Prozeb besonders leicht und 
vollstiindig sich vollziehen zu konnen, denn aus ihnen erhiclet 
man Aminosiiuren und Hexonbasen in geringerer Quantitiit 
als aus den etiolierten Keimpflanzen. 
Es ist von Interesse, mit den normalen 14tigigen 
Pfliinzehen hinsichtlich des Stoffgehalts auch noch Piliinzchen 
von Lupinus albus zu vergleichen, die zwar bei Lichtzutritt, 
aber an einem schattigen Orte in reinem Sande gezogen und 
nur sehr langsam gewachsen waren. (Es hatte sich an ihnen 
nur das erste Bliittchenpaar entwickelt.) Aus diesen Piliinz- 
chen konnte man Aminosiiuren (Leucin und Aminovalerian- 
siiure) in relativ betriichtlicher Quantitét darstellen. Die Um- 
wandlung der primiren Eiweibzersetzungsprodukte in andere 
Verbindungen scheint also in diesen Pfliinzchen infolge der 
Umstiinde, unter denen letztere- sich entwickelten, weit lang- 
samer stattgefunden zu haben, als in den normalen 14 tiigigen 
Pfliinzchen, auf welche die weiter oben gemachten Angaben 
sich beziehen. 
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Schlubbetrachtungen und Zusammenfassung der Resultate. 


Den Untersuchungen, deren Ergebnisse in dieser Abhand- 
lung mitgeteilt worden sind, lag das Bestreben zugrunde, einen 
moglichst weitgehenden Einblick in die in den Keimpflanzen 
von Lupinus albus vor sich gehenden Umwandlungen. stick- 
stolfhaltiger Stoffe zu gewinnen. Dazu mubften diese Keim- 
pflanzen in verschiedenen Entwicklungsstadien einer qualitativen 
und quantitativen Untersuchung unterworfen werden. Die dabei 
eewonnenen Resultate weisen noch manche Liicken auf, zu deren 
Austiillung neue Versuche erforderlich sind; auch kommt den 
yon uns gemachten Quantitiitsangaben zum Teil kein hoher 
Grad von Genauigkeit zu, wie weiter oben schon hervorgehoben 
worden ist. Indessen lassen sich doch jene Resultate im Verein 
mit den Ergebnissen friiher ausgefiihrter Untersuchungen zur 
Ableitung einer Anzahl von Schlubfolgerungen verwenden — 
Schlufbfolgerungen, die sich freilich zam groben Teil schon in 
den oben citierten Abhandlungen E. Schulzes finden. 

In den unter Lichtabschlub sich entwickelnden Keim- 
pflanzen von Lupinus albus nimmt mit dem Fortschreiten des 
Wachstums der Gehalt) an Proteinstoffen immer mehr ab. 
Gleichzeitig erfolgt eine stetige Zunahme des Asparagingehalts. 
Wiihrend 4tiigige Pfliinzchen 3,11, 7tigige 12,78 °/o Asparagin 
enthielten, war der Gehalt an diesem Amid in den 18 tigigen 
etiolierten Pfliinzchen auf 25,7 °/o gestiegen (ein iihnliches 
Ansteigen des Asparagingchaltes ist bei andern Lupinusarten 
beobachtet worden.!) Ganz anders, wie mit dem Asparagin, 
verhiilt es sich mit dem Tyrosin, dem Leucin und dem Arginin. 
Tyrosin fand sich in den iiltern etiolierten Pflaénzchen in weit 
geringerer Quantitiit. vor, als in den Pflinzchen der ersten 
Entwicklungsperiode, und nahm also wiihrend der Weiter- 
entwicklung der Pfliinzchen an Menge ab. Daf das Gleiche 
fiir das Leucin anzunehmen ist, wurde oben im Abschnitt B 


1) Man vergleiche z. B. die von M. Merlis (Landw. Versuchs- 
stationen, Bd, 48, S. 419) an Keimpflanzen von Lupinus angustifolius 


gemachten Beobachtungen. 
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gezeigt. Fir den Gehalt der Pflanzentrockensubstanz an Arginin 
wurden folgende Zahlen gefunden: 


Ungekeimte Samen O.O19 
2tagige Keimpflanzen O10 ° 0, 
4 > 0,25 (Mittelzahl), 
6 » > 0,13 Yo, 
18 » » O15 %o (Mittelzahl). 


Das Arginin nahm also im Beginn der Keimung an Menge zu, 
=piiter dagegen wieder ab. 

Diese Wahrnehmungen fiihren zu der Schlubfolgerung, 
dab das Tyrosin, das Leucin und das Arginin im Stoffwechsel 
der Keimpflanzen dem Verbrauche unterliegen. Eine Stitze 
fiir diese Schlubfolgerung haben auch die Autodigestions- 
versuche geliefert: denn es konnte gezeigt werden, 
wiihrend der Autodigestion — ohne Zweifel durch die Wirkung 
des proteolytischen Enzyms der gekeimten Samen — das Tyrosin, 
das Leucin und das Arginin an Menge zunahmen. Dal} dieses 
Enzym auch in den lebenden Keimpflanzen seine Wirksamkeit 
ausiibt, aber eine sehr starke Vermehrung des Gehalts der 
Pfliinzchen an Tyrosin, an Leucin und an Arginin nicht hervor- 
zubringen vermag, weil diese Stoffe dem Verbrauche unter- 
liegen, das ist eine Annahme, gegen welche kaum Einspruch 
erhoben werden wird. 

Ein Verbrauch von Tyrosin, Leucin und Arginin kann 
durch die Verwendung dieser Stoffe fiir die Regeneration von 
Kiweibsubstanzen in den wachsenden Teilen der Pfliinzchen 
bedingt sein. Doch kann darin nicht der Hauptgrund fiir die 
Verminderung jener Stoffe liegen; denn der Eiweifigehalt der 
unter LichtabschluB sich entwickelnden Pflinzchen nimmt stetig 
ab, weil in ihnen der Eiweifzerfall weit stiirker ist, als die 
Neubildung von Eiweifistoffen; auch wiirde man, um in jenem 
Prozeli die Ursache fiir die Abnahme des Tyrosins, des Leucins 
und des Arginins erblicken zu kénnen, die unwahrscheinliche 
Annahme machen miissen, dali diese Stoffe ein weit besseres 
Material fiir die Eiweifregeneration sind, als das Asparagin. 
Man wird also zu der Schlubfolgerung gedriingt, dal} im Stoff- 
wechsel der Keimpflanzen Tyrosin, Leucin und Arginin der 
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Zersetzung (dem Abbau) unterliegen. Doch ist nicht anzu- 
nehmen, dab diese Zersetzung bis zur Entwicklung von freiem 
Stickstoff geht; denn eine Verminderung der absoluten Stick- 
stofimenge wiihrend der Keimung der Lupinensamen konnte 
nicht nachgewlesen werden. In welcher Weise etwa der Ab- 
bau dieser primiiren Eiweibzersetzungsprodukte im Stoffwechsel 
der Pilanzchen sich zu vollziehen vermag, dariiber sind in der 
Einleitung dieser Abhandlung einige Bemerkungen gemacht 
worden, auch wurde dort R. Bertels Angabe tiber den Abbau 
des Tyrosins erwiihnt. 

Wenn die Keimpflanzen unter Bedingungen, die fiir 
ihr Wachstum giinstig sind, sich am Licht entwickeln, so sinkt 
ihr Kiweibgehalt nicht auf einen so niedrigen Betrag, wie bei 
der Entwicklung im Dunkeln, weil nach Entfaltung der blittchen 
unter Mitwirkung der im Assimilationsprozeb  entstandenen 
Kohlenhydrate die Regeneration von Eiweifstoffen in starkem 
Mahe stattlinden kann. Doch bewahren auch solche Pfliinzchen 
lange einen hohen Gehalt an Asparagin. Die 14 tiigigen nor- 
malen Pflanzen) von Lupinus albus enthielten nach Ent- 
faltung von 5 Laubbliittchen noch 12,78 °/o Asparagin: nicht 
weniger als 39,8 °o des Gesamtstickstoffs gehdrten in ihnen 
diesem Amid an. Dagegen lieb sich aus diesen Pfliinzchen 
nur cine sehr geringe Quantitit von Aminosiiuren darstellen, 
viel weniger als aus den 1{8tiigigen etiolierten Pfliinzchen, die 
neben Leucin eine ziemlich betriichtliche Menge von Amino- 
valeriansiiure und Phenylalanin enthielten; der Arginingehalt 
jener Piliinzchen wurde nur = 0,033 °/o gefunden: auch Histidin 
fand sich in ihnen nur in sehr kleiner Menge vor. In diesem 
alle liebe sich zwar der niedrige Gehalt an den genannten 
Kiweilizersetzungsprodukten eher als bei den etiolierten Pflinz- 
chen aus einer Verwendung dieser Produkte fiir die Regeneration 
von Kiweibstotfen erkliren: doch wiirde diese Erkliirung auch 
hier wieder die Annahme involvieren, dali jene Produkte ftir 
die Kiweibregeneration ein besseres Material seien, als das 
Asparagin. Nun sprechen aber aufer andern Wahrnehmungen 
auch die an den tétiigigen normalen Pflanzen von Lupinus 
albus in bezug auf die Verteilung des Asparagins auf die ver- 
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schiedenen Organe gemachten Beobachtungen auf das be- 
stimmteste dafiir, gerade das Asparagin eine fiir die 
Eiweibbildung der Pflanze leicht verwendbare Stickstoff- 
verbindung ist. Von Belang ist insbesondere die ‘Tatsache, 
dab die Bliittchen, in denen nach allgemeiner Annahme sehr 
starke Eiweifbildung erfolgt, einen sehr viel geringeren As- 
paragingehalt besaben, als die Stengel, und dab in den Blatt- 
sticlen 7,92° 0 Asparagin gefunden wurden, in den Blattspreiten 
dagegen nur 2,36°/o.1) Will man iiberhaupt aus der Ver- 
teilung des Asparagins innerhalb der Pfliinzchen cinen Sechlub 
ableiten, so wird man zu der Annahme gelangen miissen, dah 
das Asparagin ein fiir die Eiweibbildung sehr geeignetes 
Material ist. Dab trotzdem die ergriinten Keimpllanzen auch 
unter Verhiiltnissen, welche giinstig fiir die Eiweibbildung 
sind, sich lange einen hohen Asparagingehalt bewahren, 
wiihrend die in der ersten Entwicklungsperiode in betrichlicher 
Menge auftretenden Aminosiiuren und das Arginin= bis aut 
einen kleinen Rest verschwinden, dafiir hat man eine 
klirung, wenn man annimmt, dafi nicht nur in den etiolierten, 
sondern auch in den griinen Pfliinzchen, in letzteren sogar 
in noch stirkerem Mabe, ein Abbau jener primiiren Kiweil- 
zersetzungsprodukte erfolgt und dab ein dabei entstandenes 
stickstofthaltiges Abbauprodukt (Ammoniak ?) zur synthetischen 
bildung von Asparagin verwendet wird. Ist dies der Fall, 
so braucht trotz der Verwendung zur Eiweibbildung das As- 
paragin in den Pfliinzchen nicht an Menge abzunehmen, weil 
seinem Verbrauche die Neubildung auf Kosten anderer Pro- 
dukte des Eiweibumsatzes entgegensteht. Diese Anschauungen 
sind friiher schon von E. Schulze ausgesprochen worden; 
zu ihrer Begriindung sind aber die jetzt vorliegenden Ver- 
suchsergebnisse recht geeignet; denn keine der friiher als 
Untersuchungsobjekte benutzten Keimpflanzenarten in’ so 
verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht worden, wie 


jetzt die Keimpflanzen von Lupinus albus. 


1, Wihrend aus den Blittehen etiolierter) Keim- 
pilanzen von Lupinus albus sich mehr als 17° Asparagin gewinnen 
lhiefen, 
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Ks sei schlieblich noch daran erinnert, daf durch quanti- 
tative Untersuchung von Lupinuskeimpflanzen die Bildung von As- 
paragin auf Kosten anderer Produkte des EiweiBumsatzes be- 
stimmt nachgewiesen werden konnte.!) Dieser Prozef ist also 
keineswegs nur hypothetisch; inwieweit an demselben aber die 
verschiedenen Aminosiiuren und Hexonbasen sich beteiligen, ist 
schwierig zu entscheiden, weil neben den genannten Stick- 
stoffverbindungen noch andere, deren Natur bis jetzt nicht auf- 
eekliirt ist, in den Keimpflanzen in bedeutender Quantitiit 
sich finden. Dies ist ein Umstand, auf welchen E. Schulze 
friiher schon aufmerksam gemacht hat. 


Kine Bestiitigung der Schluffolgerung, die in bezug auf 


die Entstehung des Asparagins in den Keimpflanzen im vorigen 
und in den oben citierten Abhandlungen E. Schulzes  aus- 
gesprochen worden ist, lieferten die erst nach dem Nieder- 
schreiben unserer Abhandlung uns bekannt gewordenen Unter- 
suchungen tiber die Zersetzung und Neubildung der Eiweibkorper 
in der Pflanze yon G. Balicka-Iwanowska.?) Auch diese 
Untersuchungen fiihrten zu dem Resultat, daf im Laufe der 
Zersetzung der Eiweibkorper Asparagin als sekundires Produkt 
entsteht und dafi als primiire Produkte Aminoséuren und Hexon- 
basen gebildet werden. 


Analytische Belege. 


Im folgenden teilen wir die analytischen Belege nur in- 
soweit mit, als dieselben nicht schon vorher in den Text ein- 
gefiigt worden sind. Die Stickstoffbestimmungen wurden samtlich 
nach der Methode von Kjeldahl ausgefiihrt. Fiir jede Stick- 
stoffbestimmung wurde in der Regel ein Gramm lufttrockene 
Substanz verwendet; der Kiirze halber geben wir im folgenden 
nur die Trockensubstanzmenge an, die in dem angewendeten 
Quantum lufttrockener Substanz enthalten war. 


1) Man vergl. diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 63—70. 
“) Chemisches Zentralblatt, 1903, Bd. 1,8. 847, Referat nach Anz. 
Akad. Wiss. Krakau 1903, 9—32. Jan. [5/1]. 
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Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 


Angewendet: Erhalten: 

2tiigige Keimpflanzen, 

entfettet 0.8971 g Trockensubs.  0,07502 ¢ = &36°o N 
Desgleichen O.S8971 >» > 0.07302 » = 8.36% » 
4tigige Keimpflanzen 0.407 » > 0.07861 » = » 
Desgleichen 0.9407 » > 0.07891 » = 839%) >» 
[{tigige Keimpflanzen O,8907 > > 0.08131 » = » 
Desgleichen O.8907 » > >» == » 
Istigige Keimpflanzen O,9190 » 0,09254 » — 10.06% » 
Desgleichen O.9190 » > 0.09284 » = 10.10% » 


Bestimmung des Proteinstickstoffs nach Stutzers 


Methode. 
Angewendet: Erhalten: 
2tiigige Keimpflanzen, 
entfettet 0.8971 Trockensubst. 0.06034 == 6,72" 0 N') 

Desyleichen O.8971 > 0.06064 » == 6,75%o » 
4tiigige Keimpflanzen 0,9407 » > 0.05499 » == » 
Desgleichen 0.9407 » 0.05495 > —= 
tiigige Keimpflanzen 0.8907 » > 0.02740 » 3.06°%'o » 
Desgleichen 0.8907 » > 0.02770 » = 3.11% » 
IStigige Keimpflanzen 0.9190 » > 0.01532 >» = 1,66° » 
Desgleichen 0.9190 » > 0,01662 » = 1.80% » 


Bestimmung des Proteinstickstoffs in den unter Al- 
kohol entwésserten und sodann tiber Schwefelsiiure 
getrockneten Pfliinzchen. 


Bei Ausfiihrung dieser Bestimmungen mufte auch der 
Stoffgehalt der Lisung, die beim UbergieSen der Keim- 
pllanzen mit Weingeist sich gebildet hatte, beriicksichtigt 
werden. Zu der fiir die Bestimmung abgewogenen Quantitiit 
(je 1 g) der lufttrockenen Substanz, im folgenden mit A be- 
zeichnet, wurde der Verdampfungsriickstand des entsprechenden 
Anteils der weingeistigen Losung, im folgenden mit B bezeichnet, 
hinzugefiigt; dann wurde die Bestimmung nach Stutzers Ver- 
fahren ausgefiihrt. 


1) Die fiir den Proteingehalt der Pfliinzchen angegebenen Zahlen 
wurden durch Multiplikation der obigen Zahlen mit 6 erhalten. 
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2ZO% Schulze u. Castoro, Z. Kenntnis d. Zusammensetzung ete. 


4tigige Keimpflanzen: Angewendet wurden 0.9156 ¢ Trocken- 


substanz von A + 0.1765 g Trockensubstanz von B == 1.0921 ¢ Trocken- 
substanz. Erhalten wurden a) 0.06668 g¢ N; b) 0.06683 ¢ N, im Mittel 
0.06676 ¢ = 6.11% N. 

lltigige Keimpflanzen: Angewendet wurden 0.8878 g Trocken- 
substanz von A -+- 0.2308 g¢ Trockensubstanz von B =: 1,1186 g¢ Trocken- 
substanz. Erhalten wurden a) 0,03683 ¢ N, b) 0,03683 = 3,29°%o N, 


Asparaginbestimmung nach Sachsses Methode. 


Die Bestimmungen wurden so ausgeftihrt, wie es in dieser 
Zeitschrift, Bd, XXIV, S. 40 angegeben ist. 


étigige Keimpflanzen: Angewendet 4,703 Trockensubstanz, 


Volumen des Extrakts = 300 com; 100 cem davon gaben nach dem 
Kochen mit Salzsiiure a) O.OL1048 ¢ N, b) 0.01033 ¢ N, im Mittel ¢ 
> N = 3,11°o Asparagin. 


Vor dem Kochen mit Salzsiiure enthielt der Extrakt eine 
so. geringe Ammoniakmenge, dab dieselbe unberiicksichtigt 
bleiben konnte. 

IStiigige Keimpflanzen: Angewendet 4,700 g Trockensubstanz, 
Volumen des Extrakts —— 300 cem; 100 ccm davon gaben a) 0,04777 ¢ N, 
b) O.OESOO im Mittel 0.04789 3.06 °'o Davon ist abzuziehen 
die vor dem Kochen mit Salzsiiure in Ammoniakform vorhandene Stick- 
stoffmenge, welche O.54° gefunden wurde. Es bleiben also 2.720 N 


fir das beim Kochen mit Salzsiiure enstandene Ammoniak. 
létigige normale Pflanzen, Blattspreiten: Angewendet 


4.81 g Trockensubstanz, Volumen des Extrakts — 400 ccm; 160 ccm 
davon gaben nach dem Kochen mit Salzséiure 0.0030 g — N, 

litigige normale Pflanzen, Blattstiele: Angewendet 2.862 ¢ j 
Trockensubstanz, Volumen des Extrakts — 400 cem; 100 cem davon gaben | 
nach dem Kochen mit Salzsiure 0,0060 == N. 


Ammoniak fand sich in diesen beiden Extrakten vor dem 
Kochen mit Salzsiiure nur in einer nicht in Betracht kommenden 
Quantitit vor. 
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Uber Peptone. 


Von 


Der Redaktion zugegangen am 18. April 1903.) 


Mit Hilfe der Eisenmethode!) sind bis jetzt 6 verschiedene, 
durch Enzyme entstehende Peptone isoliert worden. 

1. Trypsin-Fibrinpepton oder Antipepton C,,H,,N,0,. 

2. Trypsin-Fibrinpeptong oder Antipepton 

3. Pepsin-Fibrinpeptona 

+. Pepsin-Fibrinpeptonp C,,H,,.N,0,,. 

5. Pepsin-Glutinpepton 

H,,.N,Oo. 

Die angegebenen Formeln sind diejenigen  einfachsten 
Formeln, welche sich aus den Analysenwerten berechnen. 
Die angefitihrten Peptone sind simtlich ausge- 
sprochene Siiuren, die Lackmus intensiv rot fiirben und 
mit Carbonaten unter Verdriingung der Kohlensiiure Salze 
hilden. Auf die angegebenen Formeln bezogen sind es ein- 
basische Siiuren oder, mit anderen Worten, die Formeln sind 
die Aquivalentformeln der Siiuren. Auch bei der Papayotin- 
verdauung entstehen, wie Herr Tittmann im hiesigen Labo- 
ratorium gefunden hat, Peptone, die ausgesprochene Siiuren sind. 

Die Darstellung ist in allen Fiillen genau nach den 
von mir friiher gegebenen Vorschriften erfolgt. Die Aus- 
fiitrung der Methode erfordert grofe Sorgfalt und ist zeit- 
raubend; die Resultate sind sicher. Bei verschiedenen Dar- 
-tellungen werden dieselben Ko6rper erhalten, die auch nach 
wiederholtem Umfiillen gleich bleiben. Diese Umfiillungen 
muften, wenn Gemenge vorliigen, verschiedene Produkte 
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6. Trypsin-Glutinpeptonp C,,H., 


1, Diese Zeitschr., Bd. XXXV, S. 164. 
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liefern, da bei ihnen ein wesentlicher Teil der Substanz in 
den Mutterlaugen bleibt und es ganz unwahrscheinlich ist, 
dab die Bestandteile der Gemenge gleiche Léslichkeit hiitten. 
Fir die Charakterisierung der Peptone hat sich neben der 
Bestimmung der Zusammensetzung und des Aquivalentgewichtes 
vor allem die Bestimmung des spezilischen Drehungsvermogens 
bewihrt. 


Die von mir den 
Trypsin-Fibrinpeptonen a und £ oder 
Antipeptonen a und B 


zugeschriebene Zusammensetzung und Eigenschaften sind von 
Fr. Miiller (S. 265) voll bestiitigt worden. Fiir die Einheitlich- 
keit dieser Verbindungen ist durch die Ermittelung der Konstanz 
des optischen Drehungsvermidgens ein neuer Beweis erbracht 
worden. Hierbei hat sich die weiter zu verfolgende interessante 
Tatsache ergeben, daf beim wiederholten Umfiillen aus wisseriger 
Losung das spezifische Drehungsvermégen allmiihlich und 
bhedeutend ansteigt, dab es aber nach Umfallen aus wiisseriger 
Losung, der eine Spur Essigsiiure zugesetzt ist, sofort 
wieder auf den urspriinglichen, konstanten Wert zurticksinkt. 
Analoge Beobachtungen hat Herr Borkel (5. 3800) beim Pepsin- 
Fibrinpepton gemacht. Fiir Antipeptone a, aus « Witte-Pepton» 
dargestellt, hatte ich friiher!) ber 2. verschiedenen Priparaten 


die Werte {a]j} = —18,45° und — — 19,69° gefunden, wiihrend 
Herr Miller (S. 278) sowohl fiir Antipepton a aus Witte-Pepton 
als aus Fibrin [a|{) == — 24,5 festgestellt hat. Die von mir seiner 


Zeit mitgeteilte Beobachtung, da Fibrin- Antipeptone, die tiber ein 
Jahr aufgehoben worden waren, ein wesentlich hodheres 
Drehungsvermogen besafen, findet in der oben besprochenen 
Veranderung beim Umfiillen aus wiisseriger Losung ihre Er- 
Kliirung.  Tlingegen weist das gegeniiber dem des Trypsin- 
Fibrinpeptons B um ca. 10° niedrigere Drehungsvermégen des 
Antipeptons B aus Witte-Pepton darauf hin, dali beide ver- 
schieden sind, und dab modglicherweise das aus Witte-Pepton 
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Uber Peptone. POI 


dargestellte Antipepton B ein Gemenge optisch isomerer Pep- 
tone war. 

Als Molekulargewichte hatten sieh bei den friiher 
mitgeteillen Bestimmungen in allerdings nicht scharfen Werten 
die den Aquivalentformeln entsprechenden Gréfen  ergeben. 
Ich hatte jedoch darauf hingewiesen,!) dab diese Groben dureh 
das Studium der Spaltungsprodukte kontrolliert’ werden. sollten. 
Das einfache Molekulargewicht nicht anzunehmen, wenn 
unter den Spaltungsprodukten Arginin aufgefunden -witirde, 
da dieses 4 Atome N, die Aquivalentformeln der Antipeptone 
3 Atome enthalten; man miifte denn eine synthetische 
Bildung des Arginins durch die Einwirkung der Siure an- 
nehmen. Herr Miiller (S. 280) hat bei der Spaltung des 
Trvpsin-Fibrinpeptons a und ich (S. 285) bei derjenigen des 
Trypsin-Fibrinpeptons B u. a. Arginin erhalten. Es sind jetzt 
ausgedehntere physikalisch-chemische Untersuchungen der von 
meinen Mitarbeitern und mir dargestellten Peptone im Gange, 
die auch die Molekulargrébe der Peptone sicher stellen 
diirften. 

Schon die Tatsache, dab bei der tryptischen Verdauung 
yon Fibrin zwei Antipeptone, die Trypsin-Fibrinpeptone 
und p, entstehen, entspricht nicht der Annahme einer Antigruppe 
im Eiweibmolektil durch Kiihne. Unhaltbar wird diese An- 
nahme durch den Nachweis (8. 320), dab das Glutin nicht die- 
selben oder eins der Fibrin-Antipeptone bei der tryptisechen 
Verdauung liefert, sondern mindestens zwei, wesentlich von 
diesen verschiedene Peptone. Auch diese widerstehen hart- 
nickig der weiteren Zerspaltug durch Trypsin. 

Die Anschauung Kiihnes ist also dahin zu modilizieren, 
dab bei der Einwirkung von Trypsin auf Eiweifi ein 
Teil desselben unter Bildung von Amidosiuren und 
Basen leicht zersetzt wird, und dal hierbei Peptone 
gebildet werden, welche die Tyrosingruppe nicht 
enthalten und der weiteren Aufspaltung durch 
Trypsin hartniickig widerstehen. 
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M. Siegfried, 


Pepsinpeptone. 


Auch bei den Verdauungsgemischen, welche durch Ein- 
wirkung von Pepsin auf Eiweifi entstehen, lassen sich die 
Albumosen nicht vollstiindig durch Siittigen mit Ammonsulfat 
nach Kithnes letzter Vorschrift bei neutraler, saurer und 
neutraler Reaktion entfernen. Denn auch hier man 
aus dem nach der Eisenmethode aus der nach Kiihne albu- 
mosenfrei gemachten Losung gefiillten Eisenniederschlage noch 
Reste von Albumosen, die sich jetzt voéllig aussalzen lassen. 

P. Miihle,') der auf meine Veranlassung, noch ehe die 
Kisenmethode in allen Einzelheiten  vollstiindig ausgearbeitet 
war, die Untersuchung des Amphopeptons Kithnes begonnen 
hatte, hat dann 2 Pepsinpeptone, die Pepsinpeptone a und 8 
heiben mégen, isoliert. Dem = Pepsinpeptona kommt die 
Aquivalentformel C,,H,,N,O,, dem Pepsinpepton 6 
zu. Als Ausgangsmaterial diente Miihle Witte-Pepton und 
Fibrin. Die Zusammensetzung des Pepsin-Fibrinpeptons a ist 
von C. Borkel (8.291 ff) bestitigt worden, ferner der Ubergang 
des Pepsinpeptons® in a unter Wasserabspaltung sehr wahr- 
scheinlich gemacht. Diese Pepsinpeptone sind unldslich in 
absolutem Alkohol und sehr schwer léslich 96°/oigem 
Alkohol. Thre Einheitlichkeit, bezw. die Einheitlichkeit des 
Pepsinpeptonsa ist zuniichst durch die Konstanz der Zusammen- 
setzung des Aquivalentgewichtes beim Umfiillen durch 
Miihle, dann von Borkel unter Bestitigung dieser Konstanz 
durch den Nachweis des konstanten optischen Drehungsver- 
mogens sicher gestellt. Nicht ausgeschlossen ist, dab auber 
diesen beiden Pepsinpeptonen noch andere bei der peptischen 
Verdauung des Fibrins entstehen. Das Pepsinpepton a 
ist aber das oder ein Amphopepton im Sinne Kiihnes, und 
zwar nicht ein Gemenge von sog. Hemipepton und von Anti- 
pepton, sondern eine einheitliche Verbindung, aus der 
bei der tryptischen Verdauung unter Abspaltung von 
Basen oder wenigstens sicher einer Base, dem Ar- 
ginin, und Amidosiiuren, darunter des gesamten 


1) P. Mithle, Diss. Leipzig, 1901. 
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abspaltbaren Tyrosins, die beiden Antipeptone oder 
Trypsinpeptone a und B entstehen. (5. 30411) 

Aus dem schwachen Austall der nur in konzentrierteren 
Lisungen wahrnehmbaren Molischschen sehr emptindlichen 
Reaktion ist schlieben, dali den Pepsinpeptonen ebenso 


wie den Trypsinpeptonen die Kohlehydratgruppe fehlt. Bei 


den bisherigen Spaltungen der Pepsinpeptone konnten redu- 
zierende Substanzen nicht aufgefunden werden; neue unter 
verschiedenen Bedingungen anzustellende Spaltungsversuche 
sollen diese Frage definitiv beantworten. 

Wiihrend von mir der Beweis erbracht ist, dab die Fibrin- 
Antipeptone schwefelfrei sind, wurden in den Priiparaten der 
Pepsin-Fibrinpeptone mit Ausnahme einen Préiiparates 
Pepsin-Fibrinpepton B (5.299) geringe, ca.0,5°/0, Schwefelmengen 
vefunden. Aber dieses eine Priiparat beweist fiir das Pepsin- 
pepton B die Schwefelfreiheit und da der Ubergang dieses 
Peptons in das Peptona sehr wahrscheinlich gemacht ist, so 
ist auch die Schwefelfreiheit des Pepsin-Fibrinpeptons a sehr 
wahrscheinlich. Nur ganz geringen Schwefelgehalt haben 
Scheermesser und Kriiger bei threm Pepsin- und Trypsin- 
(lutinpepton gefunden. Es sei bemerkt, bei allen Schwefel- 
priifungen die LOsungen der Schmelzen wiederholt mit Salzsiiure 
vollstiindig eingedampft wurden. 

Die Verschiedenheit der aus ein und derselben Protein- 
substanz durch Pepsin und Trypsin entstehenden Peptone 
zeigt deutlich die verschiedene Wirkungsart dieser Enzyme. 
Man hatte erwarten kénnen, daf aus Glutin, dem die Tyrosin- 
gruppe fehlt, durch Pepsin dieselben Peptone wie durch ‘Trypsin 
vebildet wiirden. Dies ist aber nach den Untersuchungen von 
Scheermesser') und Kriiger (S. 320) nicht der Fall. 

Schon friiher?) babe ich auf die Tatsache hingewiesen, 
dab die Antipeptone bei der Spaltung reichliche Mengen 
(rlutaminsiiure liefern, in Riicksicht auf die Bedeutung der 
Glutaminsiiure bezw. Asparaginsiiure fiir den Aufbau des 
Kiweibes in der Pflanze. Alle 6 angefiihrten Peptone liefern 


1) W. Scheermesser, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 363. 
“| M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 190. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVIIL. 18 
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bei der Spaltung Glutaminsiiure. In dieser Beziehung ist es 
besonders bemerkenswert, auch ein von mir!) kiirzlich 
isoliertes basisches Pepton, das Glutokyrin, welches durch 
Spaltung mit Salzsdure entstelit und der weiteren Zersetzung 
hartnickig widersteht, Glutaminsiiure als Spaltungsprodukt 
liefert. 

Das Vorhandensein der Glutaminsiiure- bezw. Asparagin- 
siiture-Gruppe scheint fiir die Eisenreaktion mabgebend zu sein. 
Die Glutaminsiiture und Asparaginsiiure liefern in -wiisseriger 
Losung schwer losliche Ferrisalze, die sich aber in gesiittigter 
Ammonsulfatlbsung leicht auflésen. Die Peptone fallen in ge- 
siittigter Ammonsulfatlbsung durch Ferrisalze. Mit Hilfe der- 
selben Reaktion hat nun Q. Thiele im hiesigen Laboratorium?) 
aus dem Harne die Uroferrinsiiure isoliert und diese liefert, 
obgleich sonst scheinbar dem Eiweib nicht sehr nahe stehend, 
als Spaltungsprodukt Asparaginsiure. 


1) M. Siegfried, Ber. d. Konigl. Sachs. Ges. d. Wiss., Bd. 98, 


1903, S. 63. 
2) O. Thiele, Diese Zeitschr., Bd. XXXVIT, S. 251. 
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Beitrage zur Kenntnis der Antipeptone. 
Von 


Fritz Miiller. 


‘Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitit Leipzig. 
(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1903.) 


M. Siegfried hat unter den tryptischen Verdauungs- 
produkten des Eiweibes mit Hilfe seiner Eisenmethode zwei 
Antipeptone isoliert,!) die er als Antipepton @ und Anti- 
pepton 3 bezeichnet und denen die einfachsten, dem Aquivalent- 
gewichte entsprechenden Formeln C,,H,,N,0; bez. C,,N,,N,0; 
zukommen, 

Die Antipeptone haben sich als optisch aktiv erwiesen, 
und zwar drehen sie die Ebene des polarisierten Lichts nach 
links. 

Als Spaltungsprodukte, die Siegfried bei der Zersetzung 
mit siedender Séure erhielt, sind Lysin, Glutaminsiiure und 
Asparaginsiiure zu erwahnen. Die Enstehung von Arginin 
war zweifelhaft. 

Als ich, einer freundlichen Aufforderung des Herrn Prof. 
Siegfried Folge leistend, mich dem Studium der Antipeptone zu 
widmen begann, fiel mir die Aufgabe zu, zundchst die Methode 
nochmals auf ihre absolute Sicherheit in der Anwendung auch 
auf andere Eiweibkérper als Witte-Pepton, das in den vor- 
wiegenden Fillen als Ausgangsmaterial zu den Darstellungen 
der Antipeptone benutzt worden war, zu priifen. Dann sollte 
versucht werden, Konstanz der Werte fiir das spez. Drehvermogen 
der Antipeptone zu erlangen. Das spezifische Drehvermigen 


1) M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV 5S. 164. — Berichte 
der deutsch. chem. Ges. Bd. 33 S. 2851. 
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der Peptone schien niimlich «ein scharfes Kriterium fiir die 
Reinheit der Peptone und fiir die Charakteristik derselben 
und ihrer Muttersubstanzen, der verschiedenen Eiweibkorper » 
abzugeben. 

Wichtig war die Beantwortung der Frage, ob bei der 
Spaltung der Antipeptone <Arginin entsteht. Einmal scheint 
nach den Untersuchungen von Kossel und Kutscher, die 
bis jetzt bei jeder Eiweifbspaltung Arginin gefunden haben, das 
Arginin ein fiir die Eiweifnatur eines Korpers charakteristisches 
Spaltungsprodukt zu sein und zweitens gibt das Auffinden von 
Arginin unter den Spaltungsprodukten ohne weiteres dartiber 
Aufschluf}, dai dem Antipepton die einfache Molekulargrébe 
nicht zugeschrieben werden kann; das Argininmolekiil enthiilt 
bekanntlich 4 Stickstoffatome, die einfache Formel der Anti- 
peptone dagegen drei. 


A. Verdauung von W. Kiihnes Antialbumidy | 


Zuniichst sollte versucht werden, Antipepten aus Anti- 
albumid darzustellen. Antialbumid nannte bekanntlich W. Kiihne 
den gegen verdiinnte, siedende Siure widerstandsfihigen Eiweib- 
korper, welcher nach seinen Untersuchungen der Antigruppe 
zugehort und der bei der tryptischen Verdauung ausschlieblich 
in Antipepton, ohne gleichzeitige Entstehung niederer Spaltungs- 
produkte, tibergehen soll. 

W. Kiihne hat s. Zt. miindlich Herrn Prof. Siegfried 
gegeniiber die bitte ausgesprochen, er mdchte seine Unter- 
suchungen, ob das Antialbumid bei der tryptischen Verdauung 
glatt reines Antipepton liefert, gelegentlich weiter verfolgen. 

Zuniichst sei kurz auf Kiihnes und Chittendens Dar- 
stellung von Antialbumid eingegangen. — Die beiden Forscher 
unterwarfen teils Hiihnereiweib und teils Fibrin der Einwirkung 
von Schwefelsiiure bei 100° und erhielten eine 
unlosliche, gallertartige Masse, die von Pepsin in salzsaurer 
Losung nicht verdaut wurde, in Soda von 0,5°/o aber leicht 
loslich war. 
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Als charakteristisches Merkmal ergab sich, dal} ein Zusatz 
yon Trypsin zu dieser Losung dieselbe binnen 2 Stunden zur 
Gallerte erstarren lie}. Mit fortschreitender Verdauung ldste 
sich die Gallerte wieder bis auf einen Antialbumidrest. Aus 
dieser L6sung wurde nun mit Alkohol ein strohgelbes Pulver 
gefiillt, das Kiihne Antipepton nannte. Dal es natiirlich kein 
reines Antipepton im jetztigen Sinne sein konnte, diirfte ohne 
weiteres klar sein. Zudem erhielt das Produkt selbst nach 
|4tigiger Reinigung durch Dialyse noch 20—300/) Asche. 

Es sollte nun untersucht werden, ob sich aus dem so 
gewonnenen Kiihneschen Antipepton mit Hilfe der Siegfried- 
<chen Eisenmethode reines Antipepton darstellen lasse. 

Zu dem Zwecke begann ich nach Kiihnes Vorschrift?) 
Antialbumid aus Hihnereiweib darzustellen. Die Einzelheiten 
des Verfahrens seien in den Hauptziigen wiederholt: 

Das Weibe von 50 frischen Eiern wurde zu Schaum ge- 
schlagen, nach 24stiindigem Stehen von Membranen befreit 
und koaguliert. 

Das Koagulum wurde nach dem Waschen und Abpressen 
mit 1500 cem Wasser und 7 ccm engl. Schwefelsiiure im 
Kolben verteilt und 10 Stunden lang im Wasserbad unter 
moglichstem Luftabschluf auf 100° erhitzt. Das wenig ver- 
iinderte Eiweify wurde von der Siiure getrennt und nun mit 
3 | 0,5°/oiger Schwefelsiiure 20 Stunden lang auf 100° erhitzt. 

Das entstandene Antialbumid, eine graue Gallerte, wurde 
gewaschen, zur weiteren Reinigung mit 500 ccm 0,4°/oiger 
Salzsiiure versetzt und 3—) Tage im Verdauungsbad der Ein- 
wirkung von 5 g Pepsin-Griibler unterworfen. Die Gallerte 
blieb ungelést; sie wurde durch Kolieren von der Siiure befreit 
und gewaschen. Das Waschen der gallertartigen Niederschlige 
ging duBerst langsam statten, wurde aber sorgfiltig 
betricben. Aus 50 Eiweifen wurden so in vier analogen 
Darstellungen je 25—30 g trockenes Antialbumid gewonnen. 

Das Antialbumid verhielt sich ganz wie das Kiihnesche 
Priiparat. Die Gallerte wurde in 1 | 0,5°/oiger Soda gelost 


1) Kihne und Chittenden, Zeitschr. fiir Biologie Bd. 19 S. 165. 
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und mit 5 g Trypsin-Gribler bei 40° verdaut. Es trat stets 
das charakteristische Antialbumidgerinnsel auf, das sich im 
Verlauf der Verdauungszeit, die zwischen 5 und 7 Tagen 
schwankte, bis auf unbedeutende Reste wieder loste. — Diese 
Losung wurde zur Entfernung nur gelosten Antialbumids mit 
Essigsiure neutralisiert und erwarmt, wobei sich geringe Mengen 
Antialbumid wieder abschieden, filtriert und im Vacuum zum 
Sirup eingedampft. Die Fallung mit Alkohol ergab ein stroh- 
gelbes Pulver; im Filtrat wurde durch Zusatz von Ather ein 
weiterer Niederschlag erhalten. Die Gesamtausbeute aus vier 
Darstellungen betrug 30 g. Das nicht dialysierte Priiparat 
enthielt 42,7° 0 Asche. 

Dieses «Antipepton» gab deutliche Biuretreaktion; die 
Millonsche Reaktion war negativ. 

Zur Weiterbehandlung wurden die 30 g Substanz bei 
4O° mit Ammonsulfat gesattigt und in neutraler, saurer und 
ammoniakalischer Losung je 24 Stunden stehen gelassen; da- 
bei schied sich eine betraichtliche Menge Albumose ab. Diese 
wurde abtiltriert und im Filtrat nun nach M. Siegfrieds 
Methode mit) Eisenammoniakalaun versetzt. Die stark 
saurer, bez. mit Ammoniak abgestumpfter Losung erhaltenen 
Kisenniederschliige [und If wurden nach Vorschrift gewaschen, 
mit Baryt zersetzt, der Uberschuf mit Ammoncarbonat ent- 
fernt und im Vacuum bei 40° eingedampft. Die so erhaltenen 
Sirupe wurden mit Essigsiiure versetzt und so viel Alkohol 
zugegeben, dali der entstehende Niederschlag eben wieder ver- 
schwand. Beim Verriihren dieser Losungen wurden weilie. 
flockige Niederschliige erhalten, deren Menge jedoch éuberst 
gcering war, Was bei der nachgewiesenen starken Verunreinigung 
des Ktthneschen Antipeptons mit Albumose und dem hohen 
Aschegehalt nicht tiberraschen konnte. 

Das von Kiihne aus Antialbumid gewonnene «Antipepton » 
Ist also kein geeignetes Material zur Darstellung von reinem 
Antipepton. —Ich gab somit diesen Weg der Antipeptongewinnung 
auf und begann mit der tryptischen Verdauung von Fibrin. 
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B. Darstellung der Antipeptone aus Fibrin. 


Die Methode Siegfrieds verlangt peinliche Befolgung der 
Vorschriften, wenn man sicher sein will, reines Pepton zu 
gewinnen. 

Nach einigen kleineren Vorversuchen wurden 10° kg 
feuchtes, gut gewaschenes Fibrin mit 15 | 0,5° oiger Soda- 
ljsung und 7 g Trypsin-Griibler in 2 Kolben zur Verdauung an- 
cesetzt. Dureh Zusatz von Chloroform und Thymol wurde gut 
vor Fiiulnis geschiitzt. Nach Verlauf von & Tagen wurden 
weitere 15 g Trypsin zugesetzt und nun das Ganze unter steter 
Kontrolle 4 Wochen verdauen gelassen. Die Siittigung einer 
Probe mit Ammonsulfat ergab alsdann nur noch eine geringe 
Abscheidung von Albumose und die Verdauung konnte somit 
abgebrochen werden. Die VerdauungslOsung wurde ganz nach 
Vorschrift mit Schwefelsiiure neutralisiert, nach 24 Stunden 
filtriert und durch Séttigen mit Ammonsulfat in saurer, neu- 
traler und ammoniakalischer Losung von der abgeschiedenen 
Albumose befreit. In der sauren, ammonsulfatgesiittigten LOsung 
wurde die Eisenfillung mit ammonsulfatgesiittigter Eisen- 
ammoniakalaunlosung ausgefiihrt und vom Niederschilag filtriert. 
Im Filtrat wurde die «Zwischenfiillung» durch weiteren Zu- 
satz von Eisenammoniakalaunlésung und Neutralisation mit 
konzentriertem wisserigen Ammoniak gemacht. Nach deren 
Entfernung wurde so lange unter stetem Riihren feingepulverter 
Kisenammoniakalaun eingetragen und die entstehende saure 
Losung mit konzentriertem Ammoniak unter Vermeidung neu- 
traler Reaktion abgestumpft, bis eine Probe des Filtrats nur 
schwache Biuretreaktion gab. 

beide Eisenniederschlage wurden nun nach Vorschrift weiter 
verarbeitet. Sie wurden mehrfach mit gesiittigter Ammonsulfat- 
l6sung verrieben und abgenutscht. Dann wurde Eisennieder- 
<chlag durch Verriihren mit Wasser, Lésen in Ammoniak 
und Sattigen des Filtrats vom entstandenen Eisenoxydhydrat 
mit Ammonsulfat in neutraler, saurer und ammoniakalischer 
Losung von den letzten Resten der Albumose befreit, wieder 
trisch gefillt und gut gewaschen. 
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Der Kisenniederschlag I] wurde gesiittigter Ammon- 
sulfatlosung verrihrt, durch Zusatz von konzentrierter Schwefel- 
siiure in Losung gebracht und durch Abstumpfen mit konzen- 
triertem Ammoniak wieder ausgefiillt und gewaschen. — Beide 
Kisenniederschlage wurden nun mit Baryt unter Vermeidung 
eines griferen Uberschusses zersetzt und das Filtrat mit Ammon- 
carbonat vom Baryt befreit. Die so erhaltenen Peptonlésungen 
wurden im Vacuum bei 40° eingedampft, der entstehende Sirup 
mit 12° oiger Essigsiiure versetzt und soviel Alkohol zu- 
gegeben, dali sich der entstehende Niederschlag eben wieder 
loste. Die filtrierte L6sung wurde in Alkohol verrtihrt. Wahrend 
nun bei dieser Darstellung A aus der Peptonlésung 8 ein 
weiber, flockiger Niederschlag fiel, der bei geringem Asche- 
gehalt analysenrein war, gelang es mir bei diesem Versuche 
nicht, aus der Peptonlosung a@ ein reines Priiparat zu erhalten. 
Die Ausbeute war zu gering, um dasselbe reinigen zu kOnnen. 

Inzwischen waren weitere 15 kg feuchtes Fibrin verdaut 
und analog behandelt worden. Diese Darstellung B ergab so- 
wohl reine, als auch aschefreie Antipeptone in geniigender 
Ausbeute. An vollig reinem Antipepton B wurden 18,5 g, 
an Antipepton a 60 gewonnen. 


Schlieflich wurde bei einer neuen Darstellung die Methode 
modifiziert. 

Zum Versuch wurden 100 ¢ Wittepepton in 3 1 0,5°/oiger 
Soda gelést und mit 3 g Trypsin verdaut. Von der Uberlegung 
ausgehend, dali das miihsame und zeitraubende Auswaschen 
der Eisenniederschlige beim Arbeiten in alkoholischer, ammon- 
sulfatgesiittigter Losung schneller vor sich gehen wiirde, wurde 
ein Teil der Verdauungslésung mit dem gleichen Volumen 
Athylalkohol versetzt und darauf mit Ammonsulfat gesattigt. 
Am anderen Tage hatte sich eine Olige Schicht von alkoholi- 
schem Ammonsulfat abgeschieden, die auch bei der Vermin- 
derung des Alkoholgehalts bis auf 30°/o bestehen blieb. Da 
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beide Schichten peptonhaltig waren, war somit Athylalkohol 
nicht zu verwenden. 

Deshalb wurde zu dem Rest der Verdauungslosung ein 
cleiches Volumen gesiittigter Ammonsulfatlosung und ein Volumen 
Methylalkohol gegeben, und die Fiillung der Eisenniederschlage 
in dieser Losung ausgefiihrt. In der Tat fielen die Nieder- 


schliige so, dali sie sich bedeutend leichter — mit einer Mi- 
schung von 2 Teilen halbgesiittigter Ammonsulfatlbsung und 
1 Teil Methylalkohol — auswaschen leben, sodab fiir Arbeiten 


mit gréBeren Portionen eine betrichtliche Zeitersparnis zu 
erwarten ist. 

Die Zersetzung des Eisenniederschlags II dieser Portion 
wurde zu Ende gefiihrt und lieferte 2,5 g Antipepton a. Das 
Priiparat war nach einmaligem Umfiillen analysenrein. Es gab 
den dem Antipepton «@ entsprechenden Wert fiir das spez. 
Drehvermoégen (S. 277). 


Zusammensetzung und Eigenschaften der Antipeptone. 


Die Antipeptone wurden siimtlich bei 70° im Luftbad 
getrocknet. In der Regel wurde nach 10—14 Tagen Konstanz 
erreicht. 

a) Antipeptone B aus Eisenniederschlag I. 


Darstellung A: 


0.3483 CO, = 48.03% 
g HO = 7,07%o H 


S 


3 


2. 0.1862 ¢ 5S. g. 25 ecm N bei 100° und 738 mm Bar. 
N = 15,85°'o. — Aschegehalt 1,1°). 
Darstellung B: das Préparat war vollig aschefrei. 
0,3996 g CO, = 48,48%o C 
3. 0.2248 g S. g. | 
g HO = 7.13% H 


0.3076 g CO, = 48,27°/o C 
4. 01738 g S. g. 
0.1103 H,O = 7,08°%o H 
d. 0,2205 g S. g. 28,5 cem N bei 20° und 761 mm Bar. 


N = 15,08%o. 
Dieses Priaparat wurde dreimal durch Losen in Wasser 
und Eintragen in Alkohol umgefillt. — Zur Umfiillung § ge- 
langten 8 g Antipepton 8. 
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Die Ausbeute nach der 1. Umféallung betrug 6,6 g = 82° o. 

5 ¢ hiervon wurden zur 2. Umfiillung verwendet. Die 
Ausbeute war 3.0 g — 60°/o. 

2 9 der 2. Umfiillaung wurden zur 3. Umfallung benutzt. 
Die Ausbeute betrug 1,3 ¢ = 65°%/o. 

In den Mutterlaugen blieben somit: 

bei der 1. Umféllung 1,4 ¢ = 18?/o 


~ 


bei der 2. Umfiillung 2 g = 40°/o 
bei der 3. Umfillung 0,7 = 35° 


Die 3. Umfillung wurde analysiert. 


10,1500 ¢ = 7,20», H 
7. 0.1470 g¢g S. g. 19.3 com N bei 19,5° und 759 mm Bar. 


N = 

Die Zusammensetzung des Antipeptons B war also auch 
nach dreimaligem Umfiillen dieselbe geblieben. Hieraus ist 
von neuem bestiitigt, dab das zur Umfillung verwendete Anti- 
pepton ein einheitlicher Korper ist: wiire es ein Gemisch 
verschiedener Kérper, so miibte bei dem hohen Prozentsatz 
der in der Mutterlauge verbleibenden Anteile notwendig eine 
Anderung der Zusammensetzung eintreten. 


Gefundene Prozente Berechnete 
Praiparat B Prozente 
Priiparat A. Priiparat B. 
Il. Umfiill. fiir 
No, I. 3. 4, D. 6. 
‘i; 48,05 — i848 4827 — | | 48.35 
H 707 — 7.130 708 — | 720 — 6,97 
N 25.85 — $5606 $697 | 15.38 


bh) Antipepton a aus Eisenniedersehlag IL. 
Darstellung B: 
Das Priaparat wurde in 2 Teilen gefiillt. 
I. Fiillung. Das Praparat war vollig aschefrei. 


(0.1088 g = H 

2. 01779 g S. g. 25 ccm N bei 20° und 753,5 mm Bar. 


N = 16,60°/o. 


] 
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3. 0.1752 g S. g. 24,1 com N bei 21° und 763 mm Bar. 
N = 16,00 
I]. Fiillung. 
Das Praparat war gleichfalls aschefrei. 
9362 ¢ CO, = 46.11% C 
\ 0.0853 g HO 6,84°%o H 
5. 01377 ¢ S. g. 19,3 cem N bei 14° und 748 mm Bar. 
N = 16,04°%o. 
(Methylalkoholmethode). 
{ 0.3978 g CO, = 46,22°%o 
| 01470 g HO = 6,99°/o H 
7. 0,2276 g S. g. 32,0 com N bei 14° und 748 mm Bar. 


Darstellung 


6. 0,2355 


N = 16.46°.. — Aschegehalt 0,4 °%o. 
Gefundene Prozente Berechnete 
Priiparat B. | Priiparat b. Prozente 
I. Fall. | fiir 
No.) 1. 2 38. 6. 7. || C,N,H,,0, 
C 413 — — | 4611 — | 4622 — | 46,33 
HH 639 — — | 68% — | 699 — | 6,56 
N — 16,60 16,00 — 1604 | — 1646 | 1621 
| | | 


Zur Darstellung der Salze der Antipeptone wurden die 
bei der Polarisation benutzten Lésungen verwendet. Das Zink- 
salz wurde durch Aufkochen mit reinem Zinkoxyd, das Baryt- 
salz durch Zusatz von iiberschiissigem Barytwasser in der 
Kiilte, Einleiten von Kohlensiiure und Aufkochen gewonnen. 

Der Peptongehalt der Polarisationslbsungen war zu gering, 
um die Salze aus den Loésungen mit Alkohol zu fallen. Sie 
wurden vielmehr direkt bei niederer Temperatur eingedampft, 
bei 70° bis zur Konstanz getrocknet und dann verascht. 


{. Baryumsalz aus Antipepton B: 


0,2629 g S. g. 0,0902 ¢ BaSO, = 0,0529 g Ba 
Gefunden: Berechnet fiir (C,,H,,N,O,), Ba 
%o Ba = 20,16 20,16, 


2, Zinksalz aus Antipepton a: 


0,2317 g S. g. 0,0812 g ZnO = 0,0251 ¢ Zn 
Gefunden: Berechnet fiir (C,)N,O,H,,), Zn 
%o Zn = 10,83 11,25. 
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3. Baryumsalz aus Antipepton a nach zweimaligem Um- 
fallen des Peptons: 
0.3815 g S. g. 01380 g BaSO, 


Gefunden: Berechnet fiir (C,)N.05H,,), Ba 
%o Ba == 21,29 21.03. 
4. Barvumsalz aus Antipepton a nach 3maligem Um- 
fallen: 
0.2786 g S. g. 0,0986 g BaSO, 
Gefunden: Berechnet fiir (C,)N,0,H,,), Ba 
%o Ba = 20,82 21,03. 


Die Reaktionen der Antipeptone waren folgende: 

1. Die Millonsche Reaktion: negativ. 

2. Molischsche Reaktion: negativ, in einem Falle in 
konzentrierter Losung schwach_ positiv. 

3. Biuret-Reaktion: stark positiv. 

4, Ferrocyankalium und Essigsiiure: geben keine Triibung. 

5. bleiessig: fallt nicht in verdtinnter Losung (in einem 
Fall auch in konz. Lésung nicht). 

6. Pikrinsiiure: gibt eine geringe Triibung, die beim Er- 
hitzen verschwindet und beim Erkalten wieder erscheint (in 
einem Falle auch in konz. Lésung keine Triibung). 

7. Gerbséure: gibt in nicht zu verdiinnter Losung eine 
Fillung, die in Essigsiiure léslich ist. 

8. Metaphosphorsiiure: gibt keine Triibung. 

9. Sublimat: gibt ganz schwache Triibung. 

10. Phosphorwolframsiiuse: gibt in konzentrierter Losung 
eine Fiillung, in verdiinnter nicht. 

11. Xanthoprotein-Reaktion: positiv. 

Nach diesen Ubereinstimmungen in Zusammensetzung, 
Salzbildung und Reaktionen kann kein Zweifel mehr vorliegen, 
da{ die von mir aus Fibrin dargestellten Antipeptone rein waren. 


C. Nachweis der Konstanz des spez. Drehvermogens 
der Antipeptone. 
Die beiden Antipeptone drehen die Ebene des polarisierten 
Lichtes nach links. 
Fiir das Umfiillen der Substanz hat es sich im Laufe der 
Untersuchungen im Laboratorium als am zweckmabigsten er- 
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wiesen, 2 Teile des Peptons in 3 Teilen Wasser zu lésen und 
dann portionsweise 2 Teile absoluten Alkohol zuzugeben. Ver- 
riiirt man diese LOsung in Alkohol, so fallt das urspriinglich weil- 
flockige Pepton in kleinen, mitunter leicht gefiirbten Niidelchen 
keine Krystalle), die gut absitzen und sich sehr bequem ab- 
saugen und waschen lassen. — Ein Zusatz von Essigsiiure zu 
der Liésung, der bei der Fiillung des ersten, im Vacuum ge- 
wonnenen Sirups notig ist, um das noch zum Teil als Ammon- 
silz vorliegende Antipepton zu zersetzen, schien bei der Um- 
fillung an sich nicht erforderlich zu sein, wenn man das 
Pepton moglichst vor Anziehung von Ammoniak aus der Luft 
geschiitzt hatte. 

Es wurde die bemerkenswerte Tatsache beobachtet, 
dass wenn das Pepton aus rein wiisseriger Loésung um- 
cefallt wurde, das Drehvermégen anstieg: wurde hingegen 
eine Spur Essigsiure zugesetzt, so sank das Drehvermdgen 
auf den konstanten Wert zuriick. 

Der Volumenprozentgehalt der polarisierten Lésungen 
wurde vorwiegend durch Trocknen abgewogener Substanz- 
mengen bei 70° bis zur Gewichtskonstanz, Losen und Auf- 
liillen auf ein gemessenes Volumen bestimmt. In einigen Fiillen 
wurde die Substanz blof zur Verjagung des Alkohols einige 
im Trockenschrank gehalten, gelést, polarisiert und 
durch Eindampfen eines gemessenen Volumens der Prozent- 
gehalt bestimmt. 


Spez. Drehvermogen von Antipepton 3. 


1. 1,0965 g Antipepton 3 aus Darstellung A wurden im 50 cem- 
Kolbchen gelést. Prozentgehalt mithin 2,193. Drehung im 1 dm-Rohr 
071° nach links. t= 18°. 

Hieraus ergibt sich: 


[aly = — 32,38°. 


2. 0,3838 g Antipepton 3 aus Darstellung B wurden im 25 ccm- 
AGlbchen gelést. Prozentgehalt 1.5352. Die Ablenkung im 2 dm-Rohr 
betrug 1,00° n. t= 20° 


r 420 ‘ 


— — 32.57”. 
% g dieses Praparates wurden 4mal umgefallt und zwar die ersten 
» Male ohne Zusatz von Essigsiure zu der wisserigen Lisung. 
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4. Das Praparat wurde nach der 2. Umfillung polarisiert. Die 
2,623" 0ige Lésung drehte im 2 dm-Rohr 1,45° n. 1. t= 22° 
= — 35,84°. 
4. Polarisation der 3. Umfillung: Die 1,357°/oige Lésung drehte 
im 2 dm-Rohr 1,11° n. 1. t= 20° 


=— 409°. 
Es stieg also die spez. Drehung des Priparates durch 
3Smaliges Umfiillen von —32,38° auf —40,9°. Die em- 


pirische Zusammensetzung hatte sich dabei nicht geiindert, wie 
die Analyse auf S. 272 ergibt. 

Jetzt wurde das 3mal umgefiillte Priiparat aus wisseriger 
Losung unter Zusatz einer Spur Essigsiiure umgefiillt. Die 
Polarisation dieser 4. Umfallung ergab: 

wurden im 25 ccem-Koélbchen gelést.  Prozentgehalt 
1,256. Ablenkung im 2 dm-Rohr 0,81 n. 1. t=20° 

= —32,25°. 

Somit war durch die Einwirkung der Essigsiure der 
Wert fiir die spez. Drehung mit einem Schlage auf den kon- 
stanten Wert zuriickgegangen. 

Die Vermutung lag nahe, dai in den Fallen 3 und 4 eine 
Aufnahme von Ammoniak die Drehung der Polarisationsebene 
erhoht habe, da ja die Peptone leicht beim Stehen an der Lut! 
Ammoniak binden. 

6. Zum Versuch wurde die Lésung der Umfallung II, die ver- 
schlossen bei Zusatz eines Tropfens Chloroform aufbewahrt worden war, 
mit einem Tropfen konzentriertem Ammoniak versetzt, sodafi die Lisung 
alkalisch reagierte, und polarisiert: 

Prozentgehalt der Lésung 2,023. Ablenkung im 2 dm-Rohr 1,4¢ 
nach links. t = 20° 

= — 35,599. 

Jetzt wurden von der Umfiillung IV (mit Essigsiure un.- 
gefillt) 15 cem der Lésung mit 5 cem konzentriertem Ammoniak 
versetzt und polarisiert: 

7. Prozentgehalt 0,942. Die Ablenkung betrug im 2 dm-Rolir 
0,54 n. 1. t = 20° 

= — 28,660, 

Die Drehung war also in ammoniakalischer Lésung keines- 
wegs erhdht, sondern sogar erniedrigt worden. 

Zum Beweis, dai das mit Essigsiiure umgefiillte Praparal 
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durch sorgsames Auswaschen absolut von Essigsiiure betreit 
war, wurde die polarisierte Losung mit Schwefelsiiure im 
(berschufs versetzt und destilliert. Das Destillat gab auf 
Lackmus keine Saurereaktion. Es wurde mit 2 Tropfen Soda- 
jjsung zur Trokne gedampft und die Kakodylprobe angestellt. 
Sie fiel absolut negativ aus. — Somit war bewiesen, dal} eine 
Verunreinigung mit Essigsiiure nicht die Anderung der spez. 
Drehung hervorgerufen hat. 

Beim Unmfillen der Antipeptone aus wiisseriger Losung 
scheint demnach eine intramolekulare Umwandlung des Anti- 
peptons B einzutreten, die durch die Einwirkung einer Spur 
[ssigsiiure wieder aufgehoben wird. 

Das spez. Drehvermoégen von Antipepton fs aus 
Fibrin betrigt. 

= — 32,40. 
Spez. Drehvermégen von Antipepton a. 

Die Untersuchungen des spez. Drehvermogens von Anti- 
pepton a wurden an den Priiparaten aus Darstellung B und 
Darstellung C (mit der Methylalkoholmethode aus Wittepepton) 
angestellt. 

Alle Umfiillungen wurden unter Zusatz einer Spur Essig- 
siiure vorgenommen. Die Drehung des ersteren Priparates 
wurde erst nach der zweiten Umfillung konstant. 

5 g Antipepton a aus Darstellung b wurden 3mal aus 
wiisseriger Losung mit Essigsiurezusatz umgefallt und die ein- 
zelnen Fiillungen polarisiert. 

8. I. Umfallung: Die 1,4410°oige Lésung drehte im 2 dm-Rohr 
n, t= 20° 

[aly = — 19,77°. 

9. I. Umfallung: 0.3713 g wurden im 25 ccem-Kolbchen gelost. 

Prozentgehalt 1.4852, Ablenkung im 2 dm-Rohr 0,739 n. 1. t= 20° 
= — 24,57. 

10. Ill. Umfallung: 0,5107 g gelést im 25 cem-Koélbchen. Prozent- 

gehalt 2,0428. Ablenkung im 2 dm-Rohr 1,00 n. t= 20° 


= — 24,47°. 


11. Vom Antipepton C a, aus Wittepepton gewonnen, wurden 
48,76 g im 25 ccm-Kélbchen gelést. Prozentgehalt 1,9504. Die Ab- 
lenkung im 2 dm-Rohr betrug 0,97 n. 1. t=20° 

= — 24,87°. 
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Das spez. Drehvermoédgen von Antipepton a ist 

«omit 
=— 24,5°. 

Daf eine Konzentrationsverschiedenheit der Loésungen 
zwischen 3/4 und 2°/o ohne Einfluf auf das spez. Dreh- 
vermOgen der Antipeptone ist, wurde in mehreren Fallen durch 
Polarisieren der Losungen nach geeigneter Verditinnung be- 
wiesen. Die gefundenen Werte blieben innerhalb der Be- 
obachtungsfehler stets konstant. 


12. Die Lisung 3 wurde auf das doppelte Volumen verdiinnt. 
Prozentgehalt 1,0115. Ablenkung im 2 dm-Rohr 0,72° n. 1. t=20° 
[a] = — 35,59°. 
13. Die Lésung 10 wurde in halber Konzentration — polarisiert. 
Prozentgehalt 0.7426. Ablenkung im 2 dm-Rohr 0,37° n. 1. 
[aly =— 24,91 °. 
14. Die Loésung 11 wurde bei einem Prozentgehalt von 0.9752 
polarisiert. Ablenkung im 2 dm-Rohr 0,48° n. t= 20° 


[aly = — 24,61°. 


D. Spaltungen der Antipeptone. 


In der Einleitung habe ich bereits die Hauptzwecke der 
angestellten Spaltungsversuche angegeben. Vorangestellt sein 
mdge nochmals, was Siegfried betont hat, dah es fraglich 
ist, ob bei der Spaltung durch siedende Saure blob eine 
Trennung der typischen, am Aufbau des Antipeptonmolekiils 
beteiligten Gruppen eintritt; «denn viel niher, als die Vor- 
stellung, das Eiweifimolekiil etwa nur aus Anhydriden 
von Amidosiiuren und Basen besteht, liegt die Annahme, dab 
hei der Spaltung der Proteinstoffe durch Mineralséuren auch 
Kohlenstoffketten und Kohlenstoff-Stickstoff- Verkettungen ge- 
spalten werden, dal diese Spaltungen teils an dieser, teils 
an jener Stelle ansetzen, sodali die entstehenden Spaltungs- 
produkte in Summa viel mehr C-Atome enthalten als das 
urspriingliche Eiweibmolekil. » 

24.5 g trockenes Antipepton a wurden mit der dreifachen 
Menge konz. Schwefelsiiure und der 6fachen Menge Wassers 
12 Stunden Riickflubkiihler zum = Sieden erhitzt. Die 
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Losung wurde aufs 4fache Volumen verdiinnt und _filtriert, 
wobei ein Kérper von der Art der Schmiedebergschen 
\elanoidinsiiure nieht zurtickblieb; die Losung war bis auf 
sanz geringe Spuren klar. 

Die SpaltungslOsung wurde mit 50°/oiger  Phosphor- 
wolframsiiure gefiillt. 


a) Der Phosphorwolframsiureniederschlag., 

Der abgesaugte und mit kalter 5°/oiger Schwefelsiiure 
cewaschene Niederschlag der Basen wurde in Wasser” ver- 
auf 40° erwiirmt und mit Hilfe von Ammoniak in 
Losung gebracht. Die Phosphorwolframsiiure und Schwefel- 
~iure wurden durch Fallen mit) Baryt entfernt, das Filtrat 
durch Ammoncarbonat von dem geringen Uberschuf des 
barvts befreit und die Losung auf dem Wasserbad eben zur 
Trockne gedampft. Der Riickstand wurde mit 100 ecm Wasser 
aifgenommen, in der Schiittelflasche solange mit Silbernitrat- 
sung versetzt, bis ein Tropfen mit Barytwasser Gelbfirbung 
cab, und hierauf mit gepulvertem Baryt gesiittigt. Der ent- 
~tandene, schwarze Niederschlag wurde sofort abgesaugt, mit 
vesiittigeem Barytwasser gewaschen und auf Arginin und 
Histidin untersucht. 

Er wurde in Wasser verriihrt und mit Schwefelsiiure und 
Salzsiiure zur Entfernung des Baryts und Silbers versetzt; das 
Filtrat wurde wieder mit Phosphorwolframsiiure gefillt. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt und mit kalter 5° oiger Schwetel- 
siiure gewaschen. Dann wurde er wie oben in’ wiisserigem 
Ammoniak gelést, mit Baryt zersetzt und nach Entfernung des 
Uberschusses mit Ammonearbonat auf dem Wasserbad zur 
Trockne gedampft. Er wog 1,7 g. Der in wenig Wasser 
velste Riickstand wurde in konz. Salpetersiiure bis eben zur 
saueren Reaktion auf Kongopapier und alsdann mit 2 g Silber- 
nitrat versetzt. Es entstand eine schwache Triibung. Auf 
/usatz der 10fachen Menge Alkohol schieden sich spiirlich 
Floecken ab, von denen abfiltriert wurde und = deren 
Cntersuchung auf Histidin wegen ihrer geringen Menge unter- 
Jeiben mubte. Zum Filtrat wurde Ather gesetzt, worauf eine 
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weife Triibung entstand, die aber beim Stehen tiber Nacht 
sich in Schmieren am Boden niedersetzte. Trotz lingeren 
Stehens in der Kiilte und portionsweisen Zusatzes von Ather 
gelang es nicht, Krystalle zu erhalten. Deshalb wurde das 
Ganze nochmals eingedampft, in modglichst wenig Wasser und 
etwas wiisserigem Silbernitrat aufgenommen, mit dem 10fachen 
Volumen Alkohol versetzt und Ather zugegeben, wiihrend die 
Losung noch etwas warm war. Es entstand eine bréunliche 
Triibung, die beim Stehen, gelb gefiirbte Krvstalle in kugeligen 
Aggregaten absetzte. Auf portionsweisen Zusatz von Ather 
setzten sich alsdann dariiber weife Nadeln ab. Diese wurden 
abgesaugt und mit Ather gewaschen. Nach einmaligem Um- 
krystallisieren wurden rein weibe Krystalle von der Zusammen- 
setzung und dem Schmelzpunkt des saueren Arginin-Silber- 
nitrats erhalten. Die Ausbeute betrug O.8 g. = 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vacuum tiber Schwefel- 
siiure getrocknet. 


0,1826 ¢ S. g. 0.0480 g Ag = 26,72°'o 
0.1238 ¢ S. g. 21,0 ccm N bei 169 und 7458.5 mm Bar. 
N = 20,54°/o. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,O,.HNO,.AgNO,. 
Ag 26, 72"/0 26,999 0 
N = 20,54" 20,680. 


Die Schmelzpunktbestimmung ergab 176—176,5° (uncorr. ). 
in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Gule witzsch.) 
der fiir Priiparate von sauerem Argininsilbernitrat (aus 
tierischem Eiweib) [80—183°, 180—181° und 176-—177° fand. 

Von eincr Bestimmung des optischen Drehvermogens mubte 
leider abgesehen werden, da die mir nach einem Verluste von 
0,2 ¢ noch verbleibende Menge bei dem niedrigen Drehvermogen 
zur Bestimmung nicht ausreichte. 

Das Filtrat) vom Argininniederschlag wurde gleichfalls 
mit Schwefelsiiure und Salzsiiure von Baryt und Silber betreit 
und wiederum mit Phosphorwolframsiiure gefiillt. Der Nieder- 
schlag wurde in Wasser verriihrt, bei 40° in Ammoniak gelost, 
mit Baryt zersetzt und der UberschuB vou Baryt mit Ammon- 


1) Gulewitzsch. Diese Zeitschr., Bd. XNVIL, 8. 200, 
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carbonat entfernt. Das Filtrat wurde zur Trockne gedampftt; 
der Riickstand wog 1,5 g. — Durch analoge Behandlung wie 
beim Arginin wurde ein Silbersalz hergestellt. Die alkoholische 
Lisung schied auf Zusatz von Ather Schmieren ab, die bei 
einem gewissen Verhiiltnis von Alkohol und Ather fest wurden, 
aber nicht krystallinisch waren. — Nach vergeblichen Ver- 
suchen, Krystalle von Lysinsilber zu erhalten, wurde zur Trockne 
gedampft, in Wasser geldst, mit Salzsiiure zersetzt und das 
Filtrat mit Phosphorwolframsiiure gefiillt. Der Niederschlag 
wurde wie oben zersetzt und eingedampft. Der Riickstand 
wog noch 0,6 g. Er wurde in wenig Wasser geldst, mit 2 g 
festem Platinchlorid versetzt und mit Alkohol gefiillt. 

Schon nach 10 Minuten hatten sich eine Menge gelber 
Nadeln abgesetzt, die nach mehrtiigigem Stehen abgesaugt, 
gewaschen und tiber Schwefelsiiure getrocknet wurden. — Ihr 
Gewicht betrug 1,3 g. 

02016 ¢ S. g. 0.0656 ¢ Pt. 


Gefunden: Berechnet fir C,N,H,,0,.2HC1.PtCl, +- C,H,0H 
%o Pt = 32,04 32,37. 


Da die Entstehung von Lysin bereits von Siegfried 
endgiiltig bewiesen war, begniigte ich mich mit der Platin- 
hestimmung zur Identifizierung des Lysinchloroplatinats. 


Das Filtrat vom 

Das Filtrat vom Phosphorwolframsiiureniederschlag wurde 
mit Baryt gefiillt, abgesaugt und mit Ammoncarbonat vom 
iiberschiissigen Baryt befreit. Das Filtrat wurde zum = Sirup 
eingedampft; nach einigem Stehen erfolgte Krystallausscheidung, 
die sich in Wasser bis auf geringe Mengen eines schwarzen 
Riickstands léste. Aus der Lésunge wurde die Glutaminsiiure 
mit ammoniakalischer Silberldsung abgeschieden. Der starke 
Niederschlag wurde mit Wasser bis zum Schwinden der Sal- 
petersiiurereaktion gewaschen, alsdann in Wasser suspendiert 
und mit Salzsiiure geringen Ubersehnf geschiittelt, Das 
Miltrat vom Chlorsilber wurde eingedampft und gab einen 
‘iuberst ziihen, braungelben Sirup. Dieser wurde aus der 
Schale herausgekratzt, die Reste mit konz. Salzsiiure und 
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wenig Wasser herausgelist. Zu dem Ganzen wurde soviel Wasser 
gegeben, dali sich die festen Anteile eben l6sten. Jetzt wurde 
unter cuter Kiihlung Salzsiiuregas bis zur Siittigung eingeleitet 
nach 2tigigem Stehen im Eis hatten sich rein weibe Krystalle 
abgeschieden, die tiber Asbest abgesaugt und mit konz. Salz- 
siiure gut gewachsen wurden. thr Gewicht betruag im Vacuum 
getrocknet ¢. Aus der Mutterlauge schieden sich all- 
miihlich weitere, unreine Krystalle ab, deren Menge nach 10- 
wochentlichem Stehen im = Eisschrank 1 betrug. Die ge- 
fundene Ausbeute an Glutaminsiiure aus Antipepton a berechnet 


sich hieraus zu 12/0. 
Zur Analyse wurde die Substanz iiber Kalk getrocknet. 
0.2200 ¢ S. OL749 AgCl 


0.3913 g S. siittigten 21,64 cem 


0.05029 ¢ N N = 7,63°/o. 
Gefunden: Berechnet auf HC] 

Cl == 19,62 19,35 

% N= 7,68 7.04, 


Zur Polarisation der salzsauren Glutaminsiiure wurde 
eine annihernd 4° oige wiisserige LOsung benutzt, deren spez. 
Drehvermégen nach den Angaben von Scheibler!') + 20,4° 
sein soll, woraus sich fiir die spez. Drehung von Glutaminsiiure 
der Wert ++ 25,5° berechnet. — Meine Bestimmung des Dreh- 
vermogens von salzsaurer Glutaminsiiure ergab einen hoheren 
Wert, 24,52°, aus dem = sieh ein Wert fiir Glutaminsiiure 
berechnet ( 30,62), der gut zu den von E. Fischer ge- 
fundenen Werten von 28 — 82° pabt. 

Andere Bestimmungen des spez. Drehvermégens von Gluta- 
minsiurechlorhydrat habe ich in der Literatur nicht gefunden. 

Die 3,913° Losung drehte im dm-Rohr bei 20° 
i. 


20 


Hieraus herechnet sich ftir Glutaminsiiure in salzsaurer Losung: 


24,520, 


= + 30,629. 


Kin Teil der salzsauren Glutaminsiiure wurde in wenig 
1) Scheibler, Untersuchungen iiber die Glutaminséure. Berichte 


d. deutsch. chem. G. Bd. 17 S. 1728. 
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heibem Wasser gelést und tropfenweise mit Ammoniak bis 
zur eben alkalischen Reaktion versetzt. Die auskrystallisierte 
Glutaminsiiure war nach 2maligem Umkrystallisieren chlorfrei. 

Zum Vergleich mit den in neuster Zeit von E. Fischer 
und seinen Schiilern angestellten Untersuchungen wurde eine 
Polarisation der Glutaminsiiure unter denselben  Versuchs- 
hedingungen angestellt. 

0.2238 ¢.S. wurden im 25 KOlbchen in 20°/oiger Salz- 
siiure gelést. Prozentgehalt 0,8952. 

Die Ablenkung im 2 dm-Rohr betrug 0.54° ner. t = 20° 


a) = -+- 30.17 


Zum Vergleich seien die von E. Fischer!) gefundenen 
Werte daneben gestellt. 

Glutaminsiure aus Horn +. $1,91° 
aus Gelatine —- 30.85" 
aus Casein 28,21". 

Die Mutterlauge von der salzsauren Glutaminsiiure wurde 
auf dem Wasserbad zum Sirup gedampft; Krystallausscheidung 
erfolgte nicht. Der Riickstand loste sich ganz in Alkohol und 
wurde mit alkoholischem Ammoniak versetzt: es entstand ein 
erauer Niederschlag, der abgesaugt, gewaschen und getrocknet 
wurde. Der Korper war weder aus Wasser, noch aus Alkohol 
krystallinisch zu erhalten. Wahrscheinlich enthielt’ er Reste 
der Glutaminsiure. 

Aus dem Filtrat wurde mit alkoholischem Kupferacetat 
eine Fiillang erhalten, die aus Wasser auszukrystallisieren ver- 
sucht wurde. Nach wochenlangem Stehen setzten sich cine 
geringe Menge kleiner, blaugriiner Niidelchen ab. Die Mautter- 
lauge schied beim Einengen stets amorphe Flocken ab 
(0,3 g), die auch aus Alkohol nicht krystallisierten. Die Krystalle 
wurden analvsiert, wenngleich bei ihrer geringen Menge der 
Bestimmung keine absolute Sicherheit zugesprochen werden kann. 

0.0534 g luftirockenes Saiz gaben bei 150° getrocknet 
O,016L H,O ab und g Cu. 


1) KE. Fischer und Dérpinghaus, Diese Zeitschr.. Bd. 
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Gefunden: Berechnet fiir C,H,NO, Cu +- 41/2 H,O 
=30,15 29,45 %o 
= 24,50 23,029 y, 


Der unter den Umstiinden ziemlich genaue Wasserwert 
macht es wahrscheinlich, dai hier Asparaginsiiure vorliegt, da 
das Kupfersalz der Asparaginsaure allein unter den hier in 
Betracht kommenden Amidosiiuren mit so viel Molekiilen Wasser 
krvstallisiert. 

Das Filtrat von der mit ammoniakalischer Silberlésung 
abgesehiedenen Glutaminsiiure wurde mit Schwefelammon yom 
Silber befreit und das Filtrat eingedampft. Der Riiekstand 
wurde einige Stunden am RiiekfluBkiihler mit Alkohol aus- 
gekocht. Der Auszug gab mit alkoholischem Silbernitrat nur 
eine veringe Fiillung. Der gréfte Teil war ungelost geblieben; 
er wurde in Wasser aufgenommen und heif in’ siedenden 
Alkohol verriihrt. Es  setzten sich fest am Boden haftende 
Schmieren ab, die im Verlauf von 14 Tagen anfingen, kugelige 
Krystalle anzusetzen. Die Krystalle waren jedoch nicht 
mechanisch von den Schmieren zu trennen. Da sie auch 
nach mehrfachem Umfiillen nicht ohne beigemengte, unkrystal- 
linische Teile zu erhalten waren, wurden Krystalle und Schmieren 
wieder in Wasser gelOst und in das Kupfersalz tibergefiihrt. 
Dies geschah durch Kochen der Losung mit tiberschtissigem, 
frisch gefiilltem anhydrischen Kupferoxydhydrat. 

Die Losung war tiefblau und blieb beim Konzentrieren 
klar. Als sieh aus der wiisserigen Losung Krystalle nach 
2 ‘Tagen nieht abgeschieden hatten, wurde mit Alkohol ver- 
setzt. erfolgte in) wenigen Minuten eine reichliche Ab- 
scheidung hellblauer) Krystalle. Nach 24stiindigem Stehen 
wurde abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und im Vacuum tiber 
Schwefelsiiure getrocknet. Die Krystalle zeichneten sich durch 
Leichtigkeit aus. 

Die Analyse ergab Werte, die auf Serinkupfer stimmen ; 
der Kupfergehalt’ wurde indessen zu hoch gefunden. 

Die Substanz wurde zuniichst iiber Schwefelsiiure zur 
Konstanz und dann im Luftbad bei 100° getrocknet, wobet 
keine weitere Gewichtsabnahme erfolgte. 
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g CO, und 0.0525 ¢ 
0.0416 ¢ CuO 


O17S+ gS. g. 16.5 com N bei 15° und 761 mm Bar. 


O1309 ¢ S. 


Gefunden : Berechnet auf (C,H,NO,),Cu: 
%C = 26,82 26,51 
%H = 4,49 4,32 
= 10,97 10.31 
% Cu = 25,39 23,42 


Leider war aus Mangel an Material eine weitere Unter- 
suchung des KoOrpers nicht mdoglich. 

Herr Prof. Siegfried ermiichtigt mich, mitzuteilen, dab 
er auch aus Antipepton B durch Spaltung mit Salzsiiure Arginin 
erhalten hat. 

Das Argininsilbernitrat lieferte folgende Werte bei der 
Analyse: 

I. 0.2316 


=] 
N 


S. g. OOSLO g H,O u. 0,1523 ¢g CO, u. 0,0620 g Ag. 


II. 0.1861 g g. 33,38 ccm tr. N bei 755 mm u. 21°. 
Gefunden: Berechnet: 
%C = 17,94 17,68 
%H = 3.88 3.7 
%N 20,68 
Vo Ae 26.99 


Schlieblich wurden noch quantitative Spaltungen ange- 
fiihrt, die mit neuem Material fortgesetzt werden sollen. Jetzt 
sei nur mitgeteilt, dali Antipepton B 16,1 %/o, Antipepton a 
21.9%) seines Stickstolfes bei der Zersetzung mit Schwefel- 
sure (1 Teil konzentrierte Schwefelsiure, 2 Teile Wasser) als 
NH, abspaltete und ferner, dah bei beiden Antipeptonen der 
basenstickstoff weniger als 25 °'o des Gesamtstickstoffs betrug. 

Es sei mir vergOnnt, meinem hochverehrten Lehrer, Herrn 
Prof. M. Siegfried, auch an dieser Stelle fiir die Anregung 
zu der Arbeit, sowie fiir die mir stets licbenswiirdigst gewihrte 
belehrung und Unterstiitzung bei derselben meinen herzlichsten 
Dank auszusprechen. 
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Uber die Verwendung von Magnesia usta zur Bestimmung des 
Amidstickstoffes. 
Von 
Fritz Miiller. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1903.) 


Auber bei Hausmann findet sich nirgends eine Angabe 
uber die Vorbehandlung der gebrannten Magnesia. Hausmanns 
Angaben lauten: «Die Magnesia wurde vorher in kleinen 
Portionen geeliiht, dann in einen Destillationskolben mit Wasser 
gebracht und eine Stunde lang im Sieden erhalten, um_ jede 
Spur von etwa vorhandenem Ammoniak vertreiben.» — 
Nach meinen Beobachtungen sind diese Vorsichtsmabregeln 
fiir genaue Bestimmungen nicht ausreichend. Schon Rose!) 
hat gefunden, dab aus kohlensaurer Magnesia durch den 
Einflub siedenden Wasserdampfes reichliche Abspaltung von 
Kohlensiiure eintritt. 

Nun ist die stets carbonathaltige Magnesia des Handels 
auch durch heftiges Gliihen nicht kohlensiurefrei zu erhalten, 
wie schon die Untersuchungen von Marehand und Scherer?) 
ergeben haben. Die in der Magnesia verbleibende Kohlensiiure 
wird allmiihlich beim Sieden mit Wasser abgespalten, geht in 
die Vorlage des Kjeldahl-Apparats, wird dort griBtenteils ab- 
sorbiert und gibt beim Zuriicktitrieren zu Fehlern Antal. 

Die Beobaehtung geschah gelegentlich der Priifung der 
Magnesia auf Ammoniak. Kine Probe des Priparats wurde 


1) Rose, Pogge. Ann., Bd. 83, S. 423. 
2) Marchand und Scherer, J. f. prakt. Ch., Bd. 50, 8. 383 und 
Jahresbericht Vieweg u. Sohn, 1850, 8. 299. 
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im Kjeldahl-Apparat mit destilliertem Wasser destilliert. Die 
Vorlage war mit einer gemessenen Menge "10 H,SO, beschickt 
worden: beim Zuritcktitrieren fand sich nun, dali mehr als die 
vorgelegte Anzahl Kubikeentimeter "10 Baryt zur Siittigung erfor- 
derlich waren. Die Beobachtung wurde an zwei Priiparaten des 
Handels (von Kahlbaum und von Teuerkauf und Scheibner) 
weiter verfolgt. Je 3 ¢@ Magnesia usta wurden mit destilliertem 
Wasser im K jeldahl-Apparat gekocht. Die Vorlagen waren stets 
mit 10 cem ™/10 HJSO, beschickt. Das Ende des Kiihlrohrs wurde 
ein wenig in die Vorlage eintauchen gelassen; fiir die Destillation 
ammoniakhaltiger Fliissigkeit ist dies ohne Belang, da_ sich 
dann Ammoniak und Kohlensiiure schon im Kiihlrohr binden. 
Die Schwefelsiiure der Vorlage wurde nach jeder Titration 


erneuert. 
10 ccm ",o H,SO, siittigten 
Priip. Kahlbaum Prip. T. u. Sch. 
Nach der 1. Stunde. ..... 11,2 10,2 cem Ba(OH), 
» BY. >» es 10,6 


Wurden die tilrierten Vorlagen nun mit weiteren 10 ccm 
"10 H,SO, versetzt und gekocht, so ergab sich nach dem Er- 
kalten beim ‘Titrieren, dab jetzt zur Siittigung 20 ccm 
"10 Ba(OH), erforderlich waren. Dies war zugleich ein Beweis, 
dali die Magnesia ammoniakfrel war. 

Hierauf wurden die Beobachtungen ausgegliihten 
Praparat angestellt. Portionen von ca. 1/, g wurden vor dem 
Gebliise 1/, bis Stunde gegliiht. Je 3 gso ausgeglithter Magnesia 
wurden im Kjeldahl-Apparat mit Wasser destilliert. 


LO ccm H,SO, sattigten 


Prip. Kahlbaum Prip. T. u. Sch. 
Nach der 1.. Stange. « 10.2 ccm ",, Ba OH), 
2. > «£8 10.3 10.3 » > 


Zur 1. und 3. Vorlage wurden wieder nach dem Titrieren 
weitere 10 cem zugesetzt, gekocht) und nach 
dem Erkalten zuriicktitriert. Jetzt waren im ganzen 20 ecm 
"10 Ba(OH), zur Siittigung erforderlich. 
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Aus den Zahlen ist zu ersehen, dal bei zunehmender 
Konzentration der Destillationsfliissigkeit die Menge der ab- 
gespaltenen Kohlensiiure zunimmt. Der liingeren Destillations- 
zeit wegen war von vornherein ca. doppelt so viel Wasser in 
den Kolben gebracht worden, als der ungefiihren Fltissigkeits- 
menge bei einer Kyjeldahl-Destillation entspricht. Diese Kon- 
zentration wurde nach zweistiindigem Destillieren erreicht, sodaf 
bei einer angenommenen Destillationszeit von 11), Stunde fiir 
eine Kjeldahl-Bestimmung aus den Tabellen die Menge der 
iibergegangenen Kohlenséure zwischen der 2. und 3'/,. Stunde 
zu entnehmen ist. Diese ist am ausgegliihten Priiparat = 0,4 
bezw. cem Zehntelnormalsiiure. 

Fiir die Destillation von Losungen der 
spaltungsprodukte mit ammmoniakfreiem Magnesiumoxyd_ er- 
gibt sich demnach, dab ein vorhergehendes Gliihen nicht notig 
ist. wohl aber, dafi die Vorlage zur Vertreibung der absor- 
bierten Kohlensiture gekocht werden mub. 
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Uber Pepsin-Fibrinpepton 


2 
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Siimtliche bisher isolirten 6 Peptone (S. 259) sind Iinks- 
drehend, 

Ferner mufte untersucht werden, ob die von Miihle 
isolierten Pepsinpeptone bei der tryptischen Verdauung die 
Antipeptone Siegfrieds lieferten. 

Herr Prof. Siegfried veranlabte mich, diese Aufgaben 
in Angriff nehmen. Dabei ergaben sich auferdem die 
schon friiher vermuteten nahen Beziehungen!) zwischen den 
beiden Pepsinpeptonen. 


I. Darstellung der Pepsinpeptone. 
Charakterisierung derselben. 

Bei der Darstellung der Pepsinpeptone hielt ich mich 
ganz an die Arbeitsweise Siegfrieds?) und Mihles.%) 

11 kg feuchten Fibrins entsprechend ea. 2,5 kg trockenem 
Fibrin wurden in ca. 20 Liter 0,5 °/oiger Salzsiiure suspendicrt, 
mit 20 ¢ Pepsin der Firma Gritibler-Dresden 3 Wochen be 
3d9—40" unter Zusatz von Chloroform und Thymol verdaut. 

Aus der Verdauungsfliissigkeit entfernte ich die Haupt- 
menge der Albumosen (ca. 3 kg feucht) durch Siittigen mit 
Ammonsulfat und Zusatz konzentrierter ammonsulfatgesiittigter 
Schwefelsiiure. In der von Albumosen befreiten, ammonsulfat- 
gesiittigten, fast neutralisierten LOsung wurde durch gepulverten 
Kisenammoniakalaun das Pepsinpepton als Eisenniederschlag A 
gefallt. Der Niederschlag wurde in Wasser gelist, das Eisen 
mit Ammoniak entfernt und die vom Eisen befreite LoOsung 
nach der Neutralisation mit Ammonsulfat gesiittigt. Dadurch, 
sowie durch daraut folgenden Zusatz von ammonsulfatgesiittigter 
Schwefelsiiure wurden die letzten Reste der Albumosen_ be- 
seitigt. In der so von Albumosen jetzt vollig befreiten Fliissig- 
keit fiillte ich den Eisenniederschlag A aufs neue. 

Im f. Filtrat vom Eisenniedersehlag wurde durch Neu- 
tralisation mit konzentriertem Ammoniak eine geringe Zwischen- 


1) Miihle, loc. eit.. S. 48. 
2) loe. cit. Diese Zeitsehr., Bd. NXXV. S. 164. 


3 loe. cit. 
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lung!) erzeugt, die aus den Kisensalzen der Pepsinpeptone a 
| 8 bestand und verworfen wurde. 

Durch Eisenammoniakalaun wurde stets schwach 
gehaltenen, ammonsulfatgesittigten Filtrate der Zwischen- 
‘lung der Eisenniederschlag B, das Eisensalz des Pepsin- 
peptons B, gefallt. Durch Lésung in konzentrierter ammon- 
~lfatgesiittigter Schwefelsiiure und Zusatz von konzentriertem 
Ammoniak fillte ich ihn um, 

Die erhaltenen Eisenniederschliige lOste man unter Zusatz 
von konzentrierter Schwefelsiiure in’ Wasser, fiillte  mittels 
barvthydrats Schwefelsiiure und Eisen aus, im Filtrat) davon 
mittels Ammoncarbonat das iiberschiissige Barythydrat und 
isviierte die Peptone durch Destillation der so erhaltenen 
Losungen im Vacuum und Fiillung des in wenig Wasser ge- 
mit Essigsiiure versetzten Destillierriickstandes ab- 
Alkohol. 

Die Ausbeute an Pepsinpeptonen war folgende: Aus 
|| kg feuchten Fibrins wurden erhalten 157 g trockenen Pepsin- 
peptons @ und 46 ¢ trockenen Pepsinpeptons B, wihrend Miihle 
bedeutend mehr Pepton B als a fand.?) Die Verschiedenheit 
der Ausbeuten ergibt sich aus dem leichten Ubergange des 
Peptons B in a. 

Die Peptone erwiesen sich als frei von Salzsiure, 
und Essigsiiure. 


Charakterisierung des Pepsinpeptons «. 


Die Hiilfte der wiisserigen PeptonlOsung wurde in die ea. 
Menge absoluten Alkohols eingeriihrt, das gefillte 
Penton abfiltriert und in das Filtrat die zweite Hiilfte der 
Losing eingetragen, abgesaugt, mit absolutem Alkohol und Ather 
SeWwaschen und tiber Schwetelsiiure im Vacuum getrocknet. Die 
erhaltenen Fiillungen seien mit Fiillung | bezw. IL bezeichnet. 

Die Substanzen wurden zur Analyse bei 60° im Trocken- 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und mit 
‘rashiilsen versehenen Analysenschiffchen zur Wiigung gebracht. 

i) M. Siegfried, Diese Zeitschr.. Bd. XXXV, S. 167. 


-) loc. cit., S. 41. 
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Die Zinksalze wurden durch Aufkochen der wiisserigen 
Peptonlésung mit Zinkoxyd, Filtration vom Zinkoxyd und Ein- 
engen der Zinksalzlosung im Porzellantiegel auf dem Wasser- 
bade gewonnen. 

Fillung I: Analysen: 


gefunden berechn. f. C,,H,,N,O, 


0.2013 ¢ Substanz gaben 01194 ¢ H,O; 6.64 H; 6,66 H, 
0.3604 ¢ 48,83 C; 48,98 °/o C. 


vollstiindig aschefrel. 
0.2185 ¢ Substanz neutr. 


25.0decem ' 19 N-Siiure; 16,06 °/o N; 16,37 %/o N, 
her. f. (C,,H,,N,0,),Zn. 
0.3074 ¢ Zinksalz gaben 0,0240¢ ZnO; 6,27°'o Zn; 5,99 */o Zn. 


Fallung II: 
gefunden berechn. f. C,,H,,N,.0 


9 


O1918 g Substanz gaben 0,1226¢ H,0; 7,15 ° 0 H; 6.66 
0.3425 ¢ CO,; 48,70 C; 48,98 


vollstiindig aschefrei. 
¢ Substanz neutr. 


20,93 cem N-Siiure; 15,99 N; 16,37 N. 
ber. f. (C,,H,,N,0,).Zn. 
0.5270¢ Zinksalz gaben 0.0400 g ZnO; 6,09 °/o Zn; 5,99 %o Zn. 


Wie aus den Resultaten hervorgeht, sind die beiden 
Fiillungen identisch. Das Pepsinpepton ist aschefrei, stimmt 
volikommen auf die von Mihle ftir das «Amphopepton A>» 
aufvestellte Formel und erweist sich der Bestimmung des 
Zinkwertes seines Zinksalzes nach als einbasische Siiure, aut! 
die einfache Formel bezogen. Der Alkohol, der den Peptonen 
von ihrer Fiillung her noeh anhaftet, libt sich durch Trocknen 
bei 60° vollig entfernen. 

Das Priiparat’ war schwefelhaltig, enthielt) aber nur 
minimale Spuren von Sulfat. Das Gemisch der Fiillungen 
wurde in Wasser gelOst, mit Barytwasser versetzt und Kohlen- 
siiure eingeleitet, bis sich eine geringe Menge Baryumearbonal 
gebildet haite. Dieses die geringen Mengen des in der 
Losung suspendierten Baryumsulfates nieder. Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, das Filtrat vom Baryum mit Ammon- 
carbonat befreit und das Pepton wie frither isoliert. Es erwie- 
sich jetzt als vollig fret von Sulfat. 
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Zur Bestimmung des Schwefels wurden 0,4674 g trockener 
Substanz mit Natronbydrat und Salpeter in der Silberschale 
verschmolzen. Der Baryumsulfatniederschlag, der erst beim 
Kochen entstand, wog 0.0249 Daraus ergab sich ein 
Schwefelgehalt von 0,73 °%/o. Der Sehwefelgehalt ist) etwas 
hoch, wenn man bedenkt, dah die meisten Peptone unter !/2 ° 0 
schwefel enthalten, ja vielfach schwefelfrei sind. 

Alle verwandten Reagentien waren schwetelsiiurefrei. 


Molekulargewichtsbestimmungen. 

Es wurde in der iiblichen Weise nach Beckmann die 
Gelrierpunktserniedrigung der wiisserigen Peptonlosung bestimmt. 
Die Substanzen waren bei 60° b. z. e. G. getrocknet. 

Fillung I: 
Nullpunkt: 2,668 °. 
Gelést 1. 0.3422 g Substanz in 10 g Wasser, 

Erstarrungspunkt: 2,569 °, 

Depression: 0.099 

berechnetes Molekulargewicht 653, 

Gelést 2. 0,6095 ¢ Substanz in 10 ¢ Wasser, 

Erstarrungspunkt: 2.499" 

Depression: O,175 °, 

daraus berechnetes Molekulargewicht 

Fillung Il: 
Nullpunkt: 2,690 °, 
Gelést 1. 03196 ¢ Substanz in 10 ¢ Wasser, 
Erstarrungspunkt: 2,572 °, 
Depression: 


) 


vefundenes Molekulargewicht 
Gelést 2. O4927 Substanz in 10 ¢ Wasser. 
Erstarrungspunkt: 2,504 9, 
Depression: O,186 °, 
gefundenes Molekulargewicht DOV. 
Gelbst 3. 0.7570 Substanz in 10 ¢ Wasser. 
Erstarrungspunkt 2,431 
Depression: 0,259 °, 
sefundenes Molekulargewicht 552, 
Das dem Pepsinpepton « entsprechende Molekulargewicht 
st 915. Wie ersichtlich, kommen diesem Werte nur die Molekular- 
eewichtsbestimmungen der Fiillung nahe. Die Fiillung I gibt 
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ein wesentlich hoheres Molekulargewicht, rund 655. Miihle?!) 
fand 478, 528, 551, also Werte, die mit dem verlangten tiber- 
einstimmen., 

Aus Griinden, die noch untersucht werden, ist es jetzt 
noch nicht moglich, aus den nach der Methode der Gefrier- 
punktserniedrigung in wiisseriger Lésung erhaltenen Resultaten 
Schliizse auf die Molekulargrébe der Peptone zu ziehen. 


Bestimmung der optischen Drehung. 
Fiillung 

1. Zu diesem Versuche wurde die bet einer der friiheren 
Molekulargewichtsbestimmungen erhaltene Peptonl6sung benutzt. 
Die Konzentration wurde bestimmt, indem 10 ccm im Wige- 
eliischen auf dem Wasserbade eingedampft, der Riickstand 
hei 70° bis zur Konstanz getrocknet und gewogen wurde. 
Die Bestimmung geschah mit einem  Halbschattenapparate 
mit doppeltem Gesichtsfelde von Schmidt & Haensch_ bei 
Natriumilicht, 


—92°, t= 19° 1=—2, © = 
fa}? ~87,4°, 


2. In diesem und den folgenden Versuchen trocknete ich 
die Substanz bei 70° bis zur Gewichtskonstanz und loste sie 
im 20 com-Kolbchen in’ Wasser: 

= — 36,23 ° 

Ks wurden 10 Pepton folgendermaben umgefiillt: 10 ¢ 
(2 Teile) Pepton léste ich in 15 g (3 Teilen) Wasser und setzte 
dazu De (1 Teil) absoluten Alkohols. Die Losung wurde in 
DOO @ absoluten Alkohols gegossen, das ausgeschiedene Pepton 
abgesaugt und absolutem Alkehol und absolutem Ather 
gewaschen. Die Ausbeute betrug 9 g, 1 g Pepton war im 
Alkohol gelOst geblieben. Dieses umgefiillte Pepton gab folgende 
Drehung: 
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t —= 20) | = ec =a 6.156 0, 


~ 
~ 


20 ‘ 


= — 36,06 

Das optische Drehvermégen blieb also innerhalb der Be- 
obachtungsfehler auch nach dem Umfiillen konstant, ein Zeichen 
dafiir, dab die Substanz einheitlich war. 

Fiillung IL. 
a. t= 20° 2, 
= — 36,28 

Die Fiillungen und IH haben gleiches optisches Dreh- 
vermégen. Wieder ein Beweis fiir die Einheitlichkeit der Sub- 
stanz. Die Temperatur wurde bei den Versuchen, um ver- 
sleichbare Werte zu haben, immer genau auf 20° gehalten. 
Trotz der verschiedenen Prozentgehalte (1—6°/o) stimmen die 
cefundenen Zahlen innerhalb der Beobachtungsfehler gut tiber- 
ein. Die fiir das optische Drehungsvermégen des Pepsin- 
peptons a gefundenen Werte sind: 

— 37,4°; —36,23 °; —35,81 °; —36,06°; —36,28; 
im Mittel —-36.36 °. 

6. Das Pepton wurde in ammoniakalischer Losung unter- 
sucht, um zu untersuchen, ob sich dabei die Drehung im 
-elben Sinne, also nach links iindern oder ihre Lichtung von 
links nach rechts umkehren wiirde. 

Die 4,5656° oige Losung des Versuches 3 verdtinnte man 
zu einer 2,2828°/oigen. 10 cem dieser Losung wurden mit 
10 cem konzentrierten Ammoniaks vom. spezifischen Gewicht 
O.910 (25°/0) versetzt und die erhaltene Losung polarisiert: 

a= —090° t=20°9, 1=2, c= 1,1414 %. 
[a] — 39.42”. 

Ammoniak erhéht also die Drehung nach links (von — 36° 

auf —39,4°), kehrt also die Riehtung nicht um. 
Leaktionen: 

siuretreaktion: sehr stark. 

Millons Reaktion: sehr stark. 

Kssigsiiure nnd Ferrocyankalium: keine Fallung, auch 
Keine Spur von Triibung. 

Gerbsiure: Fiillung, die in viel Essigsiiure loslich Ist. 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVUL 20 
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Pikrinsiinre: Fiillung, die sich in der Wirme lost, beim 
Erkalten wieder entsteht. 

Sublimat: Fiillung nur in konzentrierten Losungen. 

Bleiessig: keine Fillung in verdiinnter Losung. 

Phosphorwolframsiture: starke Fillung. 

Adamkiewicz Reaktion: positiy. 

Xanthoproteinreaktion: positiv. 

Metaphosphorsiiure: negativ. 

Molischsche Zuekerprobe: in 1 °oo-LOosungen keine Re- 
aktion, in konzentrierteren iiuberst schwache Andeutungen einer 
Reaktion. Bei der grofen Emptindlichkeit der Molise hschen 
Probe machen jene die Anwesenheit der Kohlehydratgruppe 
nicht wahrscheintich, 

Die Reaktionen stimmen mit den von Mithle ausgefiihrten 
iiberein, nur gibt Miihle an, dafii die Molischsche Zucker- 
probe positiv ausfillt: es bezieht sich dies also auf konzen- 
trierte Losungen. 


Charakterisierung des Pepsinpeptons 


wurde wieder zwet Portionen gefiillt, die wieder 
als Fillungen | und gefiihrt werden sollen. 
Fillung I. 
Die ersten drei Analysensubstanzen wurden bet 65° bis 
zum konstanten Gewicht getrocknet. 


Analysen: 


aufaschefr. ber. fir 
gef. subst. ber.  (,,H,,N,0,,! 
0.2248 ¢ S. gaben 0.1450 ¢ 7.21 H; 7.23% H: 6.81 H. 
0.3894 ¢ CO,; 47.24 %o C: 47,33 C; 47,32 C. 
O.0004¢ Asche; 
0.2255 ¢ S. neutr. 26,96 cem 16,71 N; 16.74%  N; 15.82% N 


0.2112 ¢ S. neutr, 24.80 cem ,,-Siiure: 16.43 %o N; 16,469 N; 15.82°o N 
Der zu hohe Stickstoffgehalt legte die Vermutung nahe. 
dah das Praparat) zum Teil das Ammoniumsalz des Pepton- 


enthielt. Dies konnte verursacht sein durch nicht geniigenden 


1) loc. cit., S. 48. 
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Essigsiiurezusatz vor der Fiillung. Deshalb wurde das Priiparat 
in der schon frither beschriebenen Weise unter Zusatz von 
Essigsdure umgefillt. Auch jetzt. wurde wieder der zu hohe 
Stickstoffgehalt gefunden, wie folgende Analyse lehrt (Substanz 
bei 70° bis zur Konstanz getrocknet) 
aufaschefr. 
S. gaben Subst. ber. ber. 

28.3cecem tr. N. bei 19° u. 747 mm Bar.: 16,73 °/o N; 16.78 %/o N; 15,82 N. 


Die Kohlenstoff-Wasserstoffanalyse der umegecfiillten Sub- 
stanz zeigte folgende Werte: 


auf aschefr. 


get, Subst. ber. ber, 
0.2236 ¢ 5. gaben 0.1395 ¢ H,O; 6.98 H; 7.0% OH. 
0.3847 CO,; C; 47,07 C; 47,32 C. 


© 


Asche. 

Die Substanzen der nachstehenden Analysen wurden 
2 Wochen lang tiber Phosphorpentoxyd im evakuierten Exsiccator 
his zu konstantem Gewicht getrocknet: 


auf aschefr. 


vef, Subst. ber. ber. 
0.2295 ¢ gaben 0.1536 ¢ H,O; 7,49 °/o H; 7,92 °/o H; GSL oo 


0.0011 Asche; 


auf aschefr. 


Subst. ber. ber. 
0.2339 8. gaben 0.1543 H,O; 7.38 °/o H; 741 oH. 
0.4080 CO,; 47.57 C; 47.80 C; 47,32 C. 


Da bei der letzten Analyse etwas Substanz tiber den 
hand des Schiffehens getreten war, wurde zur Berechnung 
wut aschefreie Substanz der in der ersten der beiden Analysen 
angegebene Aschewert benutzt. 

Bei diesen Analysen fiillt) hauptsichlich der zu hohe 
Wasserstoffgehalt auf. 

Das Pepton fiillte ich nochmals unter Zusatz von Essig- 
saure um und analysierte es. Die Substanzen wurden wieder 
liber Phosphorsiiureanhydrid bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 
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().2292 ¢ S. gaben ber. 
32.5 com tr. N ber 11.5° u. 750 mm Bar.: 16,79 °/o N; 15,82 N, 
0.2002 ¢ S. gaben 
2k.3.ccm tr. N bei 15° u. 765 mm Bar.: 16,86 N; 15,82 °/o N. 


Fillung IL, 
Die Substanzen wurden bei 65° bis zur Konstanz ge- 
trocknet: 
auf aschefr. 
gef, Subst. ber. ber. 
0.220% ¢ 3. gaben O.1413 ¢ HO; 6.81 °/o H. 
0.3792 ¢ CO,; 46,93 %Jo G; 47,18 47,32 C. 
W.0012 g Asche; 
auf aschefr. 
cef, Subst. ber. ber. 
0,2159¢ S. neutr. 25.67 ccm 4/,,-Siiure: 16,63 °/o N; 16,72 °/o N; 15,82 N; 
0.2095 eS. caben 20.3 ceur tr. N. bei 18 


u. 754mm Bar.: 16,28°/o N; 16,36° 0 N; 15,82 °/o N. 


Das Pepton wurde umgefiillt.. 10°,0 blieben in der Mutter- 
lauge. Die Stickstoffwerte waren jetzt folgende: 
auf aschefr. 
¢ S. gaben gef, Subst. ber. ber. 
25,lcem tr. N bei 14° u. 7,48 mm Bar.: 16,17 °/o N; 16,26 °'o N; 13,82 °/o N. 
O P0808 gaben 


28. tr. N bei ° u. 7,47 mm Bar.: 16,27 ° N; 16,35 15,82 %/o N. 


Folgende Tabelle enthilt die gefundenen und berechneten 
Zahlen: 


Oly gefunden berechn. 
47.33. 47,07. 47,86. 47,80. 47,18. 47,32 
H | 7,23. 7,00. 7,52. 7,41. 7,21. 6.81 


N | 16.74. 16.46. 16.78. 16.79. 16.86. 16.72. 16.36. 16.26. 16.35! 15.82 


Es lieben sich keine ganz konstanten Zahlen erhalten. 
Die Kohlenstoffwerte stimmen zum Teil sehr gut, zum Teil 
sind sie etwas zu hoch, die Wasserstoffwerte sind etwas zu 
hoch, ebenso diejenigen des Stickstoffs. Diese niihern sich 
dem Stickstoffgehalt) des Pepsinpeptons a. Die genauesten 
Werte wurden erst nach Umfiillen erhalten. 
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Der grobere Teil der Analysen wurde ausgefiihrt, nach- 
dem das Pepton p ca. 1 Jahr lang gestanden hatte. Wie 
spiiter gezeigt wird, geht das Pepton B bei 100° in q@ iiber. 
Es ist anzunehmen, da dieser Ubergang schon teilweise bei 
gewohnlicher Temperatur stattfindet. Denn ein Vorgang, der 
bei hoherer Temperatur schnell verliiuft, geht langsam auch 
bei niederer Temperatur vor sich. Wir haben es also im 
Priparat B hochst wahrscheinlich mit einem bei verschiedenen 
Temperaturen verschieden zusammengesetzten Gemisch von 
und a zu tun. Allerdings finden dadurch die etwas zu hohen 
Wasserstofl- und Stickstoffwerte noch keine erschdpfende Er- 
klarung. 

Die Analyse des Zinksalzes ergab: 

ber. f. 4) 
0.8590 g Subst. gaben 0.5772 g ZnO; 6,29 Zn; 5,89 

Nach Schmelzen mit Atznatron end Salpeter, wieder- 
holtem Eindampfen der Losung der Schmelze mit Salzsiiure 
wurde durch Baryumchlorid beim Stehen nur eine minimale 
Triibung erhalten, die keine wigbaren Mengen Baryumsulfates 
gab. Das Pepton war also schwefelfrei. 

Molekulargewichtsbestimmungen. 

Betreffs des Molekulargewichtes gilt dasselbe wie das bei 

Pepton a angefihrte. 


Fillung 
Nullpunkt: 2,649 °. 

Gelést 1. 0,3392 ¢ Substanz in 10 g Wasser, 
Gefrierpunkt: 2,485 °, 
Depression 0,164 °, 
daraus berechnetes Molekulargewicht — 391. 

Gelést 2. 0.9062 Substanz in 10 ¢ Wasser, 
Erstarrungspunkt: 2,257 °, 
Depression: 0,392 °, 
gefundenes Molekulargewicht — 437. 


Fillung IL. 
Nullpunkt: 3,397 
Gelést 1. 0.2054 Substanz in 10 Wasser, 
rstarrungspunkt: 


500) Curt Borkel, 


Depression: O,120 %, 
daraus berechnetes Molekulargewicht — 324. 
GelOst 2. 0,8532 ¢ Substanz in 10 ¢ Wasser, 

Erstarrungspunkt: 2.982 °, 

Depression: 0.415 °, 

gefundenes Molekulargewicht — 389, 

Die gefundenen Werte stimmen mit fiir das 
Mithlesche Pepsinpepton B, C,,H,,N,0,., berechneten Mole- 
kulargewichte, 5352, nicht tiberein. 

Bestimmung des optischen Drehvermodgens. 

Die Versuche wurden in derselben Weise ausgefiihrt wie 
mit dem Pepsinpepton a. Die Substanzen wurden bei 70° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Fillung I. 
a——0,88° t—20° 1=—2, c —1,772°. 
[a] — 24,83 °. 

Nach der Umifiillung des Peptons ergab sich folgender 
Wert: 

2. a=—244° t=—20°% 1—2, ¢= 4,654 %. 

[aly — 26,21 

Diese Substanz lieferte nach nochmaligem Umfiéllen den 
gleichen Wert: 

a——149°, t—20% 1—2, = 2.7808. 

[a] = — 26,79 °. 

Nach liingerem Stehenlassen der mit dem gleichen Vo- 
lumen Wasser verdiinnten Losung stieg {a|4) auf — 37,04, gab 
aber nach Beriihren mit einem mit Essigsiiure benetzten 
Glasstabe wieder den alten Wert — 26,85. 

Die 0,5214°%/oige mit Essigsiiure bertthrte Lésung 
wurde mit einem konzentrierten) Ammoniak getauchten 
Glasstabe eben beriihrt und wieder polarisiert : 


—O 81°, 4. 
== — 38,84 
Fiillung I. 
a= —0,76% t=—21, = 1.703%. 
- 22.31 
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2. Dasselbe Pepton umegetallt: 
a= t= } € 3.2728 
[aly <= — 23,07 

3. 10 cem dieser Lésung verdiinnte ich mit 10 eem 
Wasser und polarisierte die so erhaltene 1,6364°/oige Losung : 
a-—0O,71, 20 

— — 21,69». 
4. 10 cem dieser 1,6364° oigen Lésung wurden mit 
ecm Wasser verdiinnt und die O.8t82°/oige  Losung 
polarisiert: 
—0.53 


20 


Con 

Es konnten also fiir die verschiedenen Fiillungen des 

Peptons 8 keine geniigend tibereinstimmenden Werte erhalten 
werden, wie folgende Zusammenstellung deutlich zeigt: 
— 24,83 9, —26.21 —26.79°, —26,85°; —2231 °; 


-—23,07 9; —21,69°; —20,17°. 


— 2017". 


Im Einklange mit den bei den Analysen dieses Peptons 
eelundenen Resultaten!) ist also hieraus zu sehlieben, dab das 
Priiparat nicht vollig einheitlich ist. 

Zum Schlusse sei auf die Polarisationswerte Miihles 
aulmerksam gemacht. Er fand 

— 25,55 °; —26,31 —27,24 ° 

Dies sind Zahlen, welche sich den von mir erhaltenen 

nihern, 


Reaktionen: 


Biuretreaktion: sehr stark. 

Millons Reagenz: intensive Reaktion. 

Essigsiiure — Ferrocvankalium: keine Triibung. 

Gerbsiiure: Fiillung, in viel Essigsiiure loslich. 

Pikrinsiiure: Fiillung in der Kiilte. Der Niederschlag 
st sich in der Wiirme, tritt aber in der Kiilte wieder auf. 
Sublimat: Fiillung nur in konzentrierter Losung. 
Bleiessig: keine Fiillung. 


1) cf. S. 298. 
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Phosphorwolframsiiure: starke Fiillung. 

Adamkiewicz’ Reaktion: positiv. 

Xanthoproteinreaktion: positiv (Braunfiirbung). 

Metaphosphorsiure: negativ. 

Molisehsche Zuckerprobe: in konzentrierten, wie in 
1°%/co L6sungen negativ. 

Die Reaktionen des Pepsinpeptons p stimmen mit denen 
von «@ tiberein. 


II. Uberfiihrung des Pepsinpeptons a in das Pepsinpepton pf. 
Als beim Trocknen mehrerer Analysenschiffchen mit 
Pepsinpepton B die Temperatur des Trockenschrankes unvorher- 
geschen bis auf 95° gestiegen war, ergaben sich bei der 
Kohlenstoff-Wasserstoffbestimmung folgende Werte: 


auf aschefr. 


gef. Subst. ber. — ber. f. Pepton 3 
0,2123 g S. gaben 0,1341 g H,O; 7,07°%o H; 7,10 °/o H; 6.81 °/o H. 
0.0778 COg: 48.53 C; 48,69 C; 47,32 Jo C. 
00,0007 ¢ Asche; 
0.2250 ¢ 8. gaben 0.1416 ¢ 7.04% 0 H; 7,06 H; 6.81% H. 


04016 CO,; 48,68 9/0 C; 48,83 C; 47,32 
Asche nicht bestimmt. 
Die Zahlen stimmen nicht auf das Pepton £, wohl aber 
auf das Pepsinpepton a: H = 6,66°/o; GC = 48,98°/o ber. 
Es wurden weiter mehrere Schiffchen mit Pepsinpepton § 
bis zur Gewichtskonstanz bei 100° getrocknet. 
Analysen : 


auf aschefr. Subst. ber. ber. f. « 


0,2024 ¢ S. gaben 0.1287 ¢ H,O; H; 7,13 H; 6,66 H. 
0.3609 le; 48,63 %0 C; 48,73 °/o C: 48,98 C. 
O,0004¢ Asche; 
0.2487 gS. gaben gef. ber. f. a 
34.7 ecm tr. N ber 15° u. 768 mm Bar.: 16,71 °/o N; 16,37 °/o N. 
O,1992 ¢ S. gaben 
27,6 ccm tr. N ber 14° u. 768 mm Bar.: 16.65 °Jo N; 16,37 °%» N. 


Der Ubergang des Peptons B in das Pepton a ist dadurcl: 
wahrscheinlich gemacht. 
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Auch die durch die Bestimmung des optischen Dreh- 
vermoOgens erhaltenen Werte stimmen mit den fiir Vepton 
cefundenen tiberein. Durch einen Vorversuch wurde festgestellt, 
dai beim Trocknen bei 91° das optische Drehvermogen des 
Peptons a noch nicht erreicht werden konnte. Dies geschah 
erst durch Trocknen bei 100° bis zur Gewichtskonstanz. Hierbei 
verfiirbte sich das Pepton schwach. 


a=—1,59°, t 20°, ec 4,394 %%o 
= —36,19 

[a], = —37,97 °. 


Diese 1,3428°%/oige Losung erhielt ich durch Verdtinnung 
von 10 cem einer 2,6856°/oigen Lésung mit 16 com Wasser. 
Die 26856° Losung gab 1-Dezimeterrohre bei 20° 
folgenden Wert: 

3. a=—i101°, l1—1, t= 20. 


(a) 34.000 


Durch die Verdiinnung iinderte sich das optische Dreh- 
vermogen nicht. 

Withrend friiher die Beobachtung gemacht worden war, 
dah das Pepsinpepton B in wisseriger Losung bei lingerem 
Stehenlassen das optische Drehvermogen des Peptons «@ erreichte, 
zeigte sich diese Drehung sofort nach dem Aufldsen des bei 
100° getrockneten Pepsinpeptons B in Wasser. Das Pepsin- 
pepton B geht also durch Trocknen bei 100° bis zur Gewichts- 
Konstanz in das Pepsinpepton a tber, soweit sich dies durch 
die Analysen und durch Bestimmung des optischen Dreh- 
vermogens nachweisen lief. — Bei der Behandlung des Pepsin- 
peptons B mit Essigsiureanhydrid lieb sich weder Pepton « 
noch ein Acetylierungsprodukt erhalten. 


III. Tryptische Verdauung des Pepsinpeptons A. 


Es waren die Fragen zu beantworten: Entstehen bei der 
iryptischen Verdauung von Vepsinpepton beide Antipeptone 
Siegfrieds? oder nur eins und welches? oder bildet sich 
kein Antipepton? Da Pepsinpepton die Millonsche Reaktion, 
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Antipepton dieselbe nicht gibt, so war zu erwarten, dab, wenn 
Antipepton entstand, Tyrosin als solches oder in einem Komplex 
abgespalten wiirde. 

Im folgenden sind Versuche einer tryptischen Verdauung 
des Pepsinpeptons unternommen worden und zwar nur von aq, 
da sich ~ hatte in a@ tiberfithren lassen. Dabei wurde auch, 
moglich, nach den eventuell entstandenen Basen, 
Arginin, Histidin, Lysin, und Amidosiiuren, wie Glutaminsiiure, 
cvesucht, 


1. Verdauungsversuch. 


Ks wurde, um moglichst wenig fremde Substanzen zu 
der Peptonlosung zu bringen, ein iiuberst wirksames Trypsin- 
prijparat verwendet; als solches erwies sich ein von der Fabrik 
Rhenania freundlichst zur Verfiigung gestelltes Praparat. 7 g 
trockenen Pepsinpeptons @ wurden in 380 cem einer 0,2°/oigen 
Natriumearbonatlésung gelést, die zur Neutralisation des Peptons 
1 ¢ Natriumearbonat enthielt, und dazu 0,03 ¢ Pankreatin- 
Rhenania «1005, gelést in 25 ccm einer 0,2°/oigen Natrium- 
carbonatlbsung, gegeben. Die Lésung wurde bei 387° unter 
Zusatz von wenig Chloroform verdaut. Nach Verlauf eines 
Tages fiel die Tryptophanreaktion positiv aus, dagegen hatte 
sich Tyrosin nicht abgeschieden. 


a) Isolierung des Tyrosins. 


Auch nach schwachem Ansiiuern mit verdiinnter Schwetel- 
siiure liehb ein Tropfen der Fliissigkeit auf dem Uhrglase an 
der Luft) verdunstet unter dem = Mikroskope kein Tyrosin 
erkennen, Die Verdauungsfliissigkeit wurde mit Natriumearbonat 
wieder auf O.2°/o gebracht und unter Zusatz von O,1 g 
Pankreatin-Rhenania «100. mehrere Tage bei 37—40° weiter 
verdaut. Die Verdauung wurde sehlieblich unterbrochen, als 
sich ein geringer, flockiger Bodensatz gebildet hatte, der sich 
aber nicht als Tyrosin auswies. Die vom bodensatz abfiltrierte, 
schwach angesiiuerte Fliissigkeit schied beim Eindampfen be! 
DO° einen geringen, weifen Krystallbrei ab, der sich in der 
Kiilte noch vermehrte und dessen Krystiillchen unter dem 
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Mikroskope die dem Tyrosin eigene Form zeigten. Die Tyrosin- 

ausbeute betrug g. Die Krystalle zersetzten) sich im 

Kapillarrohre bei 235° und gaben die Millonsche Reaktion. 
b) I. Eisenniederschlag. 

Das Filtrat vom Tyrosin wurde mit Ammoniak neutralisiert, 
bei 45° mit Ammonsulfat gesiittigt und mit gesiittigter Ammon- 
sulfatlbsung auf ea. 200 ccm aufgefiillt. Durch Zusatz von 
cunmonsulfatgesiittigter Eisenammoniakalaunlésung wurde der 
|. Eisenniederschlag gefiillt. Den mit geséttigter Ammonsulfat- 
sung gut ausgewaschenen Niederschlag suspendierte ich in 
Wasser und l6ste ihn mit wenig konzentrierter Schwefelsiiure. 
Nach Entfernung des Eisens und der Schwetelsaéiure mit einem 
veringen UberschuB von Baryumhydrat wurde im Filtrat das 
iiherschiissige Baryum mit Ammoncarbonat ausgefiillt und das 
Filtrat vom Baryumearbonat im Vacuum eingedampft. Dabei 
blieb ein geringer Sirup als Riickstand, der mit wenig Wasser 
aufgenommen, filtriert und mit einigen Tropfen konzentrierter 
Kssigsiiure und 5 ecm absoluten Alkohols versetzt in !/2 Liter 
wbsoluten Alkohols eingeriihrt wurde. Das dabei ausgeschiedene 
Pepton betrug 0,5 g. Es gab ganz schwache Millonsche 
heaktion und folgende Werte fiir das optische Drehvermégen 
und den Zinkgehalt des Zinksalzes: 

Art der Drehung: nach links. 
= — 31,80 °. 
0,2348 ¢ Zinksalz gaben 0,0300 ¢ ZnO — 10,27 90 Zn. 

Das Zinksalz wurde durch kurzes Aufkochen der Pepton- 
sung mit Zinkoxyd und Eindampfen der vom iiberschiissigen 
Zinkoxyd abfiltrierten Fliissigkeit dargestellt. Der gefundene 
Zinkwert stimmt geniigend auf das Zinksalz des Siegfriedschen 
Antipeptons B fiir welches 10,73°/o be- 
rechnet ist. 

Das Fibrinantipepton B besitzt, wie Herr Miller im hie- 
sizen Laboratorium nachgewiesen hat, ein optisches Drehver- 
mogen von — 32,4", womit obiger Wert (— 31,8") tibereinstimmt. 


1) M. Siegfried, B. Ber. 33, 2857. — Diese Zeitschr., Bd. XXXV,S. 175. 
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ist somit schon durch diesen JI. Versuch wahr- 
scheinlich gemacht, auch durch den ganz schwachen Ausfiaill 
der Millonschen Reaktion, dal bei der tryptischen Verdauung 
des Pepsinpeptons Antipepton B entsteht. Es sei noch er- 
wihnt, dal die Zersetzung des Pepsinpeptons ganz oder fast 
vollstiindig war, da das Antipepton B nicht wesentlich mit 
Pepsinpepton verunreinigt auftrat. Wire das letztere der 
Fall, dann miifite der gefundene Zinkwert bedeutend mehr 
nach 5,99°/0, dem Zinkgehalte des Pepsinpeptonzinksalzes, zu 
liegen. 

c) Il. Eisenniederschlag. 

Durch ammonsulfatgesittigte Eisenammoniakalaunlosung 
wurde in dem durch Zufiigen von konzentriertem Ammoniak 
stiindig ganz schwach sauer gehaltenen Filtrate vom I. Eisen- 
niederschlag der II. Kisenniederschlag gefillt. Er wurde ebensv 
wie der [. zersetzt und die erhaltene Peptonldsung im Vacuwn 
eingedampft. Die Ausbeute des durch absoluten Alkohol ge- 
fiillten Peptons betrug 0,9 g. 

Das Zinksalz hatte folgenden Zinkgehalt: 

0.2536 ¢ Zinksalz gaben O,0418 ZnO = 13,24°/o Zn, 

Fiir eventuell entstandenes Antipepton a mubte 11,250 Zn 
gefunden werden. 

Fiir die optische Drehung wurde 

= —8,96° 
bestimmt, wobei die Ablenkung 0,25° nach links, die Tem- 
peratur 20°, die Rohrliinge 2 dm und der Gehalt der Losung 
1,395°/o betrugen. 

Nach der Umfiillung der Substanz mit absolutem Alkoho! 
ergab sich 


{ali} = —13,23°. 

Die Drehung stieg von —%° auf — 13°. optische 
Drehvermégen des Antipeptons aus Fibrin betriigt —24,5°. 
Von einer weiteren Reinigung durch Umfiillen wurde abgesehen, 
da die zur Vertiigung stehende Substanzmenge zu gering wal. 
Jedenfalls stellte das erhaltene Pepton kein reines Priiparat dav. 
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Das Filtrat vom II. Eisenniederschlag befreite ich dureh 
iberschtssiges Baryumhydroxyd vom Eisen und von der Schwefel- 
-iure, im Filtrat davon vom tiberschiissigen Barythydrat mit 
\mmonearbonat und engte das erhaltene Filtrat bis zum Ver- 
schwinden des Ammoniakgeruches ein. Die Losung wurde mit 
s-hwefelsiure neutralisiert und dann durch weiteren Zusatz 
jer Siiure bis auf 5°/o gebracht. Dureh Zufiigen einer 50° oigen 
wisserigen Phosphorwolframsiiurelésung wurde ein Niederschlag 
eeffillt, der abgesaugt und mit 5°/oiger Schwefelsaéure ge- 
waschen wurde. 

Die Trennung der Basen geschah nach den Vorschriften 
von Kossel und Kutscher!) und Siegfried.*) 


d) Der Phosphorwolframsiiureniederschlag 
wurde auf dem Wasserbade unter Zusatz von Ammoniak in 
Wasser gelist und mit Barythydrat zersetzt. Die vom Uber- 
schusse des letzteren durch Ammoncarbonat befreite Losung 
wurde fast bis zur Trockne eingedampft und nach der Auf- 
nuhime des Riickstandes mit wenig Wasser so lange mit Silber- 
nitratlosung versetzt, bis eine Probe mit Barytwasser eben eine 
hriunliche Fiirbung zeigte. Darauf siittigte ich das Ganze in 
der Kilte mit Barythydrat, saugte den entstandenen geringen 
Silberniederschlag ab und zersetzte ihn nach dem Auswaschen 
mit Barytwasser durch konzentrierte Salzsiure und verdtinnte 
~chwetelsiiure. Vom Chlorsilber und Baryumsulfat wurde ab- 
‘itriert, das Filtrat mit Phosphorwolframsiure gefallt, der Nieder- 
-hlag wie oben zersetzt und die erhaltene Losung schlieblich 
Trockne verdampft. Der Riickstand betrug g. Zur 
I<olicrung des Arginins und Histidins wurde zu dem in wenig 
Wasser gelisten Riickstande die berechnete Menge Silbernitrats, 
‘erner warmer Alkohol und Ather gegeben. Es liefi sich durch 
Variieren der Alkohol- und Atherzusiitze keine der beiden Basen 
erhalten. 

Das Filtrat vom Silberniederschlag wurde mit konzen- 
erter Salzsiiure und verdiinnter Schwefelsiiure vom Silber und 


Diese Zeitschr., Bd. S. 171 ff. 
M. Siegfried, Diese Zeitschr., Bd. XXXV, 3. 184 ff. 
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Jarvum befreit und mit Phosphorwolframsiiure gefallt. Durch 
Zersetzung dieses Niederschlages mit Barythydrat, Entfernung 
des letzteren mit Ammoncarbonat erhielt man eine Losung, 
die zur Trockne verdampft 0,13 g Riickstand gab. Durch Zu- 
satz der fiir Lysin berechneten Menge Platinchlorids, durch 
Zufiigen von Alkohol und Ather lief sich das charakteristische 
Lysinplatinchlorid nicht erhalten. 


e) Filtrat vom Phosphorwolframsiiureniederschlag. 


Die Phosphorwolframsiéure und Schwefelsiure wurden 
mit iiberschiissigem Barythydrat, dieses im Filtrat der Baryum- 
salze durch Ammonecarbonat ausgefiillt und das Filtrat vom 
Barvumcarbonat auf dem Wasserbade eingedampft. Durch 
abwechselndes Zufiigen einer ammoniakalischen Silbernitrat- 
lOsung und wiisseriger Silbernitratlosung!) zu dem mit Wasser 
aufgenommenen Riickstande wurde ein briiunlich-weiber Nieder- 
schlag gefiillt, der sich beim Stehen dunkler fiirbte. Den Silber- 
niederschlag zersetzte ich mit Salzsiiure und leitete in dias 
ziemlich weil eingeengte Filtrat vom Chlorsilber unter guter 
Kithlung gasfOrmige Salzsiiure bis zur Siittigung ein. Aucl: 
nach liingerem Stehenlassen, abermaligem Einleiten von Salz- 
siiuregas und schliefblichem Eindampfen der Losung zur Trockne 
konnten keine Krystalle von Glutaminsiiurechlorhydrat er- 
halten werden. 

Das Filtrat vom Silberniederschlag wurde mit Schwetel- 
ammon entsilbert und zur Trockne eingedampft. Die Haupt- 
menge des Riickstandes erwies sich als Schwefel und Ammon- 
nitrat. Ersterer blieb beim Behandeln des Riickstandes mit 
Wasser ungelost zuriick, letzteres wurde nach dem Eindamptc. 
der Losung mit absolutem Alkohol ausgezogen. Den Riiekstan 
loste ich in wenig Wasser, versetzte die Fltissigkeit mit absolutemn 
Alkohol bis) zur schwachen Triibung und trug das Ganze 
siedenden absoluten Alkohol ein. Am niichsten Tag hatte sic! 
eine geringe flockige Substanz abgeschieden, deren Reinigun 
versucht wurde, aber erfolglos blieb. In das Filtrat von do 


1) M. Siegfried. Diese Zeitschr., Bd. XXXV, 8. 189. 
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(ockigen Substanz wurde eine alkoholische Kupferacetatl6sung 
eingelragen: es entstand ein flockiger, blauer Niederschlag, 
der sich als zu wenig fiir die Untersuchung erwies. Die al- 
koholische Losung des Ammonnitrats versetzte ich mit einer 
aikoholischen Silbernitratlosung, wobei sich ein gelbes Silber- 
silz ausschied. Es verschmierte unter Rot- bis Schwarztiirbung. 
Mit Schwefelwasserstolf wurde es entsilbert und Filtrat 
vom Schwefelsilber) zur) Trockne eingedampft. Auch nach 
lingerem Stehen schieden sich aus dem Sirup keine Krystalle ab. 

Bei diesem ersten Verdauungsversuche wurden Tyrosin 
an der Hand seiner Krystallform und Antipepton B durch die 
optische Drehung und den Metallwert) des Zinksalzes  nach- 
eewiesen. An «Pankreatins wurden im ganzen O13 @ auf 


¢ Pepton zugesetzt, also 1.8 ¢ auf 100 g Pepton. Die bet 


der Selbstverdauung des Enzyms entstandenen Produkte kamen 
demnach ihrer Menge nach nicht in Betracht. 


2. Verdauungsversuch. 


3) @ trockenen Pepsinpeptons a aus Fibrin, die zur Neu- 
tralisation des Peptons notige Menge Natriumearbonat (ca. 5 9), 
250 com einer O,2°/oigen Natriumearbonatl6sung und 
Pankreatin-Rhenania «100» wurden unter Zusatz von Chloro- 
form 8 Tage bei 87—40° verdaut. Wie schon beim ersten Ver- 
dauungsversuche ist auch hier die Enzymmenge zu gering, als 
dal ihre Spaltungsprodukte in Betracht kommen kénnen. 

a) Isolierung des Tyrosins. 

Als nach 3 ‘Tagen sich ein geringer brauner Bodensatz 
eebildet hatte und die tiberstehende Fliissigkeit cine intensive 
Tivptophanreaktion gab, wurde die Verdauang unterbrochen. 
Nach Filtration vom Bodensatz wurde mit Schwefelsiiure schwach 
ungesauert und bet 45—50° auf dem Wasserbade bis zum 
sirup eingeengt. Das ausgeschiedene Tyrosin betrug 0.43 g. 
us gab bet der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl folgen- 
den Wert: 

ber. f. Tyrosin 


vefunden: CH NO,: 
2508 neutr. 14.59 cem N-Siiure: S61%oN 4,40 
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Das unter Zusatz von Ammoniak aus Wasser umkrystal- 
lisierte Tyrosin besal folgenden Stickstoffgehalt : 


S. gaben 11,8 tr. N bei 20° und 751,383 mm Bar.; 


gefunden: berechnet: 
7,39°o N; N, 


Die Substanz war also bei der ersten Analyse noch ver- 
unreinigt gewesen und erwies sich bei der zweiten als reines 
Tyrosin. 

b) I. Eisenniederschlag. 


Im Filtrate von Tyrosin wurde nach Neutralisation mit 
Ammoniak in der friiher beschriebenen Weise der I. Eisen- 
niederschlag gefiillt, den man, wie bekannt, zersetzte. Dabei 
wurden 9g Pepton erhalten, das schwache Millonsche Reak- 
tion zeigte. Die friihere Untersuchung lief erwarten, dab das 
gewonnene Priiparat aus Antipepton bestand.  Folgende 
Analysen bestiitigten dies (die Substanzen wurden tiber Phosphor- 
pentoxvd im evakuierten Exsiccator getrocknet): 


auf aschefr. 5. ber. fiir 

gefunden: ber.: Antipept B: 

0,.2054¢ gaben 0.1229¢ H,O; 6.69°o H; 6,72°%o H; 6.9790 H. 


O.O008 ¢ Asche. 
O.2274¢ S. gaben 29.5 tr. N bei 15.59 und 757 mm Bar. : 
cefunden: auf aschefr. S. berechnet: hberechnet: 
15.29% N; 15.35% N; 15,38°%o N. 
Das Zinksalz, erhalten durch Kochen der Peptonlosung 
mit Zinkoxyd und Eindampfen der vom Zinkoxyd abfiltrierten 
Fliissigkeit, ergab folgenden Wert: 


¢ Zinksalz gaben 0.0446 ¢ ZnO: 


vefunden: berechnet f. Zn: 
5 Zn; 10.73% 0 Zn. 


Bestimmung der optischen Drehung. 


Die Substanzen wurden tiber Phosphorpentoxyd bis zum 
konstanten Gewiechte getrocknet. 


= —29,69°. 
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4. Nullpunkt: 0,75° \ 
nach Einschalt: 1,970 Ablenkung = 1,22°, 
a = 1.22% t = 209 1 = 2. ¢ = 2,1665%o, 
= —28,16°. 


Diese Werte sind niedriger als der bei dem 1. Ver- 
dauungsversuch fiir das optische Drehvermégen des Antipeptons 
8 gefundene. Damals wurde —31,.8° erhalten. 

Die Peptonlésung gab, im Rohre tiber Nacht liegen ge- 
lassen, unter denselben Bedingungen wie oben, folgenden 
Polarisationswert: 


a = —1,68°, 
[a] = —38,74°, 
nach Verlauf eines weiteren Tages: 
4, a = —1.70°, 
[al = —39.2°. 


Die Drehung war innerhalb eines Tages konstant ge- 
blieben. Um die durch das Steigen der optischen Aktivitiit 
sich ~kundgebende intramolekulare Umlagerung aufzuheben, 
wurde wie schon friher (S. 300), die Loésung mit einem in 
Kisessig getauchten Glasstabe eben beriihrt und polarisiert. 

a= —1,36°, 


Nach Verlauf eines weiteren Tages wurde wieder po- 
larisiert: 
6, a = —1,40°, 


(aly = —382,31°. 

Durch die erwiihnte Behandlung mit der Spur Essigsiiure 
crlangte die Peptonlésung den urspriinglichen, mit dem optischen 
des Antipeptons B (—32,%°) iibereinstimmenden 
Wert wieder, der auch korstant blieb. 

Die Reaktionen des erhaltenen Peptons sind ebenfalls 
‘jieselben wie die des Antipeptons: 

Millons Reagens: eine voriibergehende, ganz schwache 
Reaktion. 

Essigsiiure Ferrocvankalium: 

Gerbsiiure: Fiillung, die in viel Essigsiiure lOslich ist. 
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Pikrinsiiure: Fiillung, die sich in der Wiirme lést, beim 
Erkallen wieder entsteht. 

Sublimat: Fiéillung nur in konzentrierten Losungen. 

Bleiessig: keine Fallung in verdiinnten LOsungen. 

Phosphorwolframsiiure: in verdiinnter Losung keine 
Fallung. 

Adamkiewicz Reaktion: positiv. 

Xanthoproteinreaktion: positiv. 

Metaphosphorsiiure negatiy. 

Molischsche Reaktion negativ. 

Auch bei diesem Verdauungsversuche trat das isolierte 
Antipepton 6, wie aus den gefundenen Zahlen und Reaktionen 
ersichtlich, frei von Pepsinpepton auf. 


Il. Eisenniederschlag. 


Im Filtrat vom I. Eisenniederschlage wurde in bekannter 
Weise der II. Eisenniederschlag gefallt, aus dem 5,5 g Pepton 
isoliert werden konnten. Die Analyse gab folgende Werte, 
nachdem die Substanz bei 70° bis zur Konstanz getrocknet war: 

auf aschefr. __ ber. f. Antipepton a 


gefunden: S. ber.: (C,oH,,N,90,): 
0,1936g S. gaben 0,1200¢H,O; 6,939 6,95°%oH:; 6,569 oH. 
0,3334¢ CO,; 46,9790 C;  47,10% C; 46,33 Jo. 
0,0005 g Asche. 
Fir die optische Drehung erhielt ich: 
a = —0,67°, t = 20°,1 = 1, c = 4,739%, 
= —14,14°. 


Das Pepton wurde umgefillt unter Zusatz von Essig- 
siure und nach dem Trocknen im evakuierten Exsicecator tiber 
Phosphorpentoxyd bis zur Konstanz analysiert: 


auf aschefr. ber. fiir 
gef. Subst. ber. Antipept. a 
0,2430 g S. gaben 0.4145 g 46,52°0C; 46,6990 C; 46,3390 C. 
0,1517 gH,O; 6,98 9/0 H; 7,00 °/o H; 6,56 °/o H. 
0,0009 g Asche; 
auf aschefr. ber. 
0,2066 g S. gaben gef. Subst. ber. f. A.a 
29,1 ccm tr. N bei 13° u. 743 mm Bar.: 16,44 °/oN; 16,50°%N; 16,21 %o N. 
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Das Baryumsalz, hergestellt durch Kochen der Pepton- 
ljsung mit frisch gefialltem Baryumcarbonat, Eindampfen des 
gelosten Baryumsalzes und Fillen des in wenig Wasser ge- 
lOsten Riickstandes mit absolutem Alkohol, besab nach dem 
Trocknen bei 70° bis zur Gewichtskonstanz folgenden 
Baryumgehalt: ber, 

gef. (CoH, Ba 
0.2068 g Ba-Salz gaben 0,0704 g Ba SO,; 20,0490 Ba; 21,03 Ba. 
Die Bestimmung der optischen Drehung ergab: 
a = — t = 209, 1 = 1, = 24365 
= — 18,07°. 

Aus den Analysenwerten des umgefiillten Peptons ist er- 
sichtlich, daB bei der tryptischen Verdauung des Pepsinpeptons 
das Antipepton a Siegfrieds entstanden ist. Der Baryum- 
gehalt stimmt zwar nicht gut, doch ist dies durch eine ge- 
ringe Verunreinigung des Peptons mit Kupfer zu_ erkliren. 
Das optische Drehvermégen fiir Antipepton a aus Fibrin hat 
Herr Miiller im hiesigen Laboratorium zu —24,5° gefunden. 
Obiger Wert ist etwas zu niedrig. Doch hat Herr Miller fir 
ein einmalig umgefilltes Antipepton auch einen niedrigeren 
Wert fiir das optische Drehvermégen, niimlich — 19,77°, er- 
halten. Dieser stieg und erreichte schlieflich nach weiteren 
Umfallungen unter Zusatz von Essigsiiure die Zahl — 24,5°, 
die dann konstant blieb. 

Weitere Umfillungen, daran anschliefende Analysen und 
optische Bestimmungen konnte ich wegen Substanzmangels 
nicht ausfiihren. Die folgenden 


Reaktionen 


zeigen Ubereinstimmung mit denen des von Siegfried ge- 
fundenen Antipeptons: 

Millons Reagens: negativ. 

Essigséure Ferrocyankalium: negativ. 

Gerbsiure: Fiillung, die in viel Essigsiure léslich ist. 

Pikrinséure: Fiillung, die sich in der Warme: list, beim 
Erkaiten wieder entsteht. 


Sublimat: Fallung nur in konzentrierten Losungen. 
21* 
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Bleiessig: keine Fallung in verdiinnten Lésungen. 

Phosphorwolframsiéure: in konzentrierter Losung Fallung. 

Adamkiewicz’ Reaktion: positiv. 

Xanthoproteinreaktion: positiv. 

Metaphosphorsiiure : negativ. 

Molischsche Probe: negativ. 

Der negative Ausfall der Millonschen Reaktion bestiatigt 
weiterhin die Bildung des Antipeptons. 


Das Filtrat vom II. Eisenniederschlag wurde vom Eisen 
und der Schwefelsiiure mit Barythydrat, im Filtrat davon vom 
iiberschiissigen Baryum mit Ammoncarbonat befreit und die 
erhaltene Lésung bis zum Sirup eingedampft, um das Am- 
moncarbonat zu vertreiben. Der Sirup wurde in Wasser ge- 
lost und mit absolutem Alkohol versetzt. Nach langerem 
Stehen hatte sich ein farbloser Bodensatz gebildet, der nicht 
aus Tyrosin bestand, auch zu gering war, um_ untersucht 
werden zu kénnen. Im Filtrat vom Bodensatz verjagte ich den 
Alkohol, siiuerte mit Schwefelsiiure stark an und fallte mit einer 
oigen wiisserigen Phosphorwolframsaurel6sung die Basen 
aus. thre Trennung geschah nach den beim 1. Verdauungs- 
versuche angegebenen Vorschriften. 

d) Phosphorwolframsaureniederschlag der Basen. 

Der Niederschlag wurde mit 5°/oiger Sehwefelsiiure aus- 
gewaschen und wie bei der 1. Verdauung mit Barythydrat 
zersetzt. Das iiberschiissige Baryvum wurde als Barvumearbonat 
entfernt und die erhaltene BasenlOsung nach dem Eindampfen 
zur Trockene und Lésen des tibrigbletbenden Riickstandes in 
Wasser so lange mit Silbernitrat gefallt, bis ein Tropfen der 
Losung mit Barylwasser eben eine gelbliche Fairbung zu_ er- 
kennen gab, worauf mit festem Baryumhydroxyd in der Kiilte 
gesiittigt wurde. 

Silberbarytniederschlag. 

Der sich allmiihlich schwarz fiirbende Niederschlag wurde 
nach dem Absaugen und Waschen mit gesittigtem Barytwasser 
mit konzentrierter Salzsiiure und verdiinnter Schwefelsiure unter 
starkem Schiitteln zersetzt und die vom Silber und baryum 
befreite Losung mit Phosphorwolframsaure gefillt. Aus dem 
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entstandenen Niederschlage entfernte ich die Phosphorwolfram- 
siiure in bekannter Weise und dampfte die Lésung auf dem 
Wasserbade ein. Der Riickstand betrug 2 g. 

Da der Riickstand aus Arginin und Histidin bestehen 
konnte, wurde nach der Methode von Kossel!) die Trennung 
des Histidins vom Arginin versucht. 

Der Riickstand wurde in Wasser gelist. mit konzentrierter 
Salpetersiure neutralisiert und die Lésung mit Silbernitrat 
so lange versetzt, bis sich ein Tropfen mit gesiittigter Baryt- 
losung sofort braun fiirbte. Dann fiillte man mit verditinnter 
Barytlbsung so lange, bis eine Probe mit ammoniakalischer 
Silberlosung keine Fiillung mehr gab. Dieser ev. «Histidinsilber- 
niederschlag» wurde nach dem Auswaschen mit Wasser. in 
einer Schale mit Salzsiiure verrieben. Nach der Entfernung 
des Chlorsilbers wurde die Losung, fast zur Trockene  ein- 
gedampft in den Exsikkator gestellt. Es erfolgte auch nach 
lingerem Stehen keine Krystallisation. Der Riickstand wurde 
durch Kochen mit Wasser und wenig Tierkohle von den braun- 
fiirbenden Substanzen befreit, lief sich aber auch dann beim 
Zusatz von wenig rauchender Salzsiiure, Alkohol und Ather in 
wechselnden Mengen zu keiner Krystallisation bringen. Er gab 
intensive Biuretreaktion.?) Seine Fiallung mit Phosphor- 
wolframsiiure zeigte keine Krystallstruktur. Es war also wahr- 
scheinlich kein Histidin gefallt worden, sondern zum grobten 
Teil Pepton. Wegen der zu geringen Menge konnte dieses 
nicht weiter untersucht werden. 

Das Filtrat vom «Histidinsilberniederschlag» wurde mit 
Barythydrat gesittigt. Den entstandenen Silberniederschlag 
hefreite ich nach gutem Auswaschen mit Barytwasser durch 
Schwefelwasserstoff vom Silber, im Filtrat davon vom Baryum 
durch Ammonearbonat. Nach dem Eindampfen der erhaltenen 
Fliissigkeit zur Trockene wurde mit Salpetersiiure schwach 
angesiiuert und ca. 1 g festen Silbernitrats und Alkohol bis 
zur Triibung der Losung hinzugefiigt. Es entstand ein rotlich- 


1) A. Kossel, Diese Zeitschr., Bd. XXXI, 5. 171 ff. 
2) Nach neuerdings von R. O. Herzog gemachten Angaben (Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 248) gibt auch das Histidin eine Biuretreaktion. 
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brauner, sehr geringer Niederschlag, der verworfen wurde. Das 
Filtrat von diesem Niederschlage wurde mit ca. '/2 kg Ather 
versetzt und stehen gelassen. Eine krystallinische Substanz 
schied sich ab, die sich zu verschmieren begann. Sie wurde 
in wenig Wasser gelést und die LOsung mit absolutem Alkohol 
und Ather versetzt. Es bildete sich ein grauer, aus feinen 
Niidelchen bestehender Bodensatz, der sich als anorganische 
Substanz auswies. Das Filtrat von dem = grauen bodensatz 
liste ich nach dem Eindampfen zur Trockene in wenig Wasser 
und versetzte die Lésung mit Alkohol und Ather in wech- 
selnden Mengen: Warzenformige, dem Argininsilbernitrat eigene 
Krystalle schieden sich ab, die im Vacuum getrocknet 0,3 g 
Substanz ergaben. Die Silber- und Stickstoffbestimmung lie- 
ferten folgende Werte: 

01990 ¢ Substanz gaben 0.0686 g AgC] == 25,95 %o0 Ag. 
Berechnet fiir Argininsilbernitrat (C,H,,N,O,.NO,H.NO,Ag 26,55 Ag. 
0,0940 g Substanz gaben 16,1 cem tr. N. bei £59 u. 766 mm Bar. = 20,46 °0 N. 
Berechnet fiir 20,68 °/o N. 

Die Substanz zersetzte sich bei 184° (korr.). Gulewitsch') 
gibt als Zersetzungspunkt 180 —183° an. 

Die erhaltenen Krystalle bestanden demnach aus Arginin- 
silbernitrat. 

Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag wurde mit kon- 
zentrierter Salzsiiure und verdiinnter Schwefelsiure vom Silber 
und Batyum befreit und mit Phosphorwolframsiiure  gefiillt. 
Der entstandene Niederschlag wurde in bekannter Weise zer- 
setazt. wobei schlieblich ein sirupdser Riickstand von 2,16 g 
erhalten wurde, Um diesen Riickstand auf Lysin zu_priifen. 
wandte ich die drei Isolierungsmethoden desselben an. 

1. Isolirung des Lysins als Chloroplatinat: O,8 g des 
Riickstandes wurden mit der berechneten Menge Platinehlorids 
versetzt und tiber Nacht stehen gelassen. Da keine Aus- 
scheidung erfolgt war, setzte ich absoluten Alkohol bis zur 
Tribung zu. Krystalle setzten sich nicht ab, wohl aber schied 
sich eine geringe, flockige Substanz aus, die nach dem Fil- 
trieren verworfen wurde. Auch bei weiterem Zusatz yon 


1, Gulewitseh, Diese Zeitschr., Bd. XXVIII. S. 200. 
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Alkohol und Zufiigen von Ather lieSen sich beim Stehen in 
der Winterkilte keine Krystalle von Lysinplatinchlorid erhalten. 

2. Isolierung des Lysins als Pikrat'): Zu 0.47 g des 
Riiekstandes gab ich die berechnete Menge Pikrinsiiure, die 
in Alkohol gelOst war, und lieb liingere Zeit stehen. Es ent- 
stand eine geringe, gelbe Ausscheidung, die keine krystalli- 
nische Struktur zeigte. Davon wurde abfiltriert und das Fil- 
zur Troeckene eingedampft. Es blieb eine gelbe, glasige 
Masse zurtick. Keine Krystalle von Lysinpikrat schieden sich ab. 

3. Isolierung des Lysins als Lysursiiure: Der Rest (ca. 
0.6 g) des Riickstandes wurde mit konzentrierter Salzsiure 
versetzt und unter guter Kiihlung und starkem Schiitteln mit 
Benzoylchlorid und Natronlauge benzoyliert. Mit konzentrierter 
Salzsiiure wurde angesiiuert und der ausgeschiedene Nieder- 
schlag, bestehend aus Benzolsiiure und eventuell entstandener 
Lysursiiure abgesaugt, mit Wasser gewaschen wtber 
Schwefelsiiure im Vacuum getrocknet. Die Benzoeséiure wurde 
mit hochsiedendem Ligroin entfernt, wobei ein geringer Riick- 
stand blieb. Weder durch Extraktion desselben mit Aceton 
in der Hitze noch bei der gleichen Behandlung mit absolutem 
Alkohol lieben sich in der Kite Krystalle gewinnen. Es war 
also keine Lysursiiure eutstanden. 

Der aus der Lysinfraktion der Basenverar- 
beitung erhaltene Sirup bestand demnach nicht aus 
Lysin. Damit stimmt iiberein, er starke Biuretreaktion 
gab, und dab seine Phosphorwolframsiiuretiillung nicht 
krystallisierte. Die starke Biuretreaktion weist auf Pepton hin. 


Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlag. 


Mittels Barythydrat wurden die Schwefelsiiure und Phos- 
phorwolframsiiure ausgefaéllt. Im Filtrate davon entfernte ich 
inittels Ammoncarbonat das tiberschiissige Barvum. 

Die erhaltene Losung wurde zur Trockene verdampft, 
der Riieckstand mit wenig Wasser aufgenommen und so lange 
Sibernitrat und ammoniakalisches Silbernitrat zugesetzt, bis 


1, A. Kossel, Diese Ztschr., Bd. XXV,S. 180. — Bd. XXVI, 5. 586. 
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kein Niederschlag mehr entstand.!) Der Silberniederschlag wurde 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Silber- 
sulfid nach dem Verjagen des Schwefelwasserstoffs durch Ein- 
engen mit Alkohol und Ather stehen gelassen. Es schieden 
sich keine Krystalle ab, wohl aber Schmieren. Diese loste 
ich in wenig Wasser und leitete unter guter Kiihlung Salz- 
siuregas bis zur Sittigung in die Losung. Es konnte kein 
Glutaminséurechlorhydrat erhalten werden. 

Das Filtrat vom Silberniederschlag wurde mit Schwefel- 
ammon entsilbert, das Schwefelsilber gut ausgekocht und die 
vereinigten Filtrate zur Trockene verdampft. Der Riickstand 
wurde mit absolutem Alkohol ausgekocht, wobei das Ammon- 
nitrat in Losung ging, die Amidosiiuren ungeldst zuriickblieben. 
Die alkoholische Ammonnitratl6sung lie} auf Zusatz von alko- 
holischem Silbernitrat und alkoholischem Ammoniak ein gelbes, 
sich rasch  rotfiirbendes Silbersalz fallen. Durch Zersetzen 
mit Schwefelwasserstoff wurde daraus ein Sirup gewonnen, 
der keine Krystalle absetzte, aber intensive Biuretreaktion gab. 
Es lag demnach Pepton vor. Die Amidosiiuren wurden in 
wenig Wasser gelost. Dazu gab ich warmen Alkohol und 
trug die ganze Fliissigkeit in siedenden Alkohol em. Die aus- 
geschiedene, krystallinische Substanz, die rasch verschmierte, 
wurde in wenig Wasser gelOst und dazu warmer Alkohol bis 
zur ‘Triibung gegeben. Es bildete sich ein Bodensatz, der 
nicht krystallisierte, und der mit Wasser und frisch gefilltem 
Kupferoxyd liingere Zeit gekocht wurde, Die Fliissigkeit fiirbte 
sich blau und schied auf Zusatz von Alkohol blaue Krystalle 
eines Kupfersalzes aus, das sich als Kupfernitrat) auswies. 
Die tiber dem Bodensatze stehende alkoholische Fltissigkei! 
wurde zur Trockne verdampft, der Riickstand mit wenig Wasser 
aufgenommen und mit frisch gefiilltem anhydrischem Kupter- 
oxydhydrat gekoeht. Es lief sich durch Zusatz von Alkoho! 
ein Kupfersalz isolieren, welches ebenfalls aus Kupfernitrat 
bestand.  Amidosiiuren konnten demnach nicht gefunden 
werden, mit Ausnalime des Tyrosins. 


1, M. Siegfried, Diese Ztschr., Bd. XXXY, 8. 189. 
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Bei der tryptischen Verdauung des Pepsinpeptons wurden 
gefunden: Tyrosin, Antipepton B und a, Arginin. Dagegen 
lieben sich auf keine Weise Lysin und Histidin nachweisen. 
Die verschiedenen Fraktionen der Basenverarbeitung bestanden 
hauptsichlich aus Pepton. Auch bei den Versuchen, Amido- 
siiuren aufzufinden, stiefi ich auf Pepton. 

Aus der Bildung der beiden Antipeptone folgt, dai im 
Pepsinpepton die beiden Komplexe vorhanden sind, aus denen 
die beiden Antipeptone hervorgehen. Demnach enthiilt das 
Pepsinpepton mindestens zwei Antigruppen, nicht, wie Kiihne 
annimmt, nur eine. 

Das Tyrosin wird bei der tryptischen Verdauung des 
Pepsinpeptons als solches abgespalten. 


Herrn Professor Siegfried, meinem verehrten Lehrer, 
sage ich fiir die mir bei der Ausfiihrung meiner Arbeit ge- 
wiihrte Unterstiitzung meinen herzlichsten Dank. 


| 


Zur Kenntnis der tryptischen Verdauung des Leims. 
Von 


Th. Richard Kriiger. 


‘Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1903.) 


Auf Veranlassung des Herrn Prof. Siegfried bin ich 
mit der Untersuchung der durch tryptische Verdauung aus 
Gelatine entstehenden Peptone beschiftigt. Diese Peptone sind, 
ebenso wie die bisher bekannten, durch Enzyme aus Protein- 
kOrpern entstehenden ausgesprochene Séuren, die auf Lackmus 
intensiv sauer reagieren und mit Carbonaten unter Austreibung 
der Kohlensiiure Salze bilden. 

Das zundchst untersuchte Trypsin-Glutinpepton ist von 
der chemischen Fabrik von Heyden genau nach Siegfrieds 
Vorschriften dargestellt. 


Trypsin-Glutinpepton £ (aus I. Eisenniederschlage). 
Die Substanzen wurden zur Analyse bei 70° b. z. ¢. G. 
getrocknet. 
Priparat I. 
1. 0.2578 ¢ Substanz gaben 0.1402 ¢ H,O und 0,4084 g CO,. 
2. O,2245 » > 33.8 eem hei und 755 mm Bar. 


Priparat II. 


3. 0.2100 ¢ Substanz gaben 31.6 eem N bei 18° und 754 mm Bar. 
4, O,2492 » > » » >» 179 » Fad » 
5. O.2600 » > O1486 ¢ und 04466 CO,. 


Dasselbe umgefillt : 
6. 0.2326 ¢ Substanz gaben 35,6 cem N bei 19.5° und 748 mm Bar. 
0.2310 » > > 2+ » » 165° 756 » 
8. » > »  0,0902 g H,O und 0.2988 g CO, ». 
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Berechnet 


I 2 3 i 5 6 7 8 
(|) 46805 — — 45,8)! — — | 46,57) 46,86 
H 655 — 634) — — | 5,72! 6,23 
N | — | 17,26| 17,51| 17,17; —- | 17,58) 1727' — | 17,32 


Aus diesen Zahlen berechnet sich die Formel: 
(,H,.N,0,. 
Auf diese Formel bezogen ist das Pepton eine ein- 
basische Saure, wie folgende bestimmungen zeigen: 
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|. Zinksalz aus Priiparat I, aus der wiisserigen Losung durch Alkohol 
sefiallt. 
0.2441 ¢ Substanz gaben 0.0191 g ZnO. 
Zinksalz aus Priiparat I, die wiisserige Lisung eingedamplft. 
0.3212 g Substanz gaben 0,0262 ¢ ZnO. 
3. Barytsalz aus Priiparat I, eingedampft. 
0,7218 g Substanz gaben 0.1438 g BasQ,. 
Barytsalz aus umgefilltem Praparat Il, mit Alkohol gefiaillt. 
0.4722 ¢ Substanz gaben O0,1000 g BaSO,. 
». Zinksalz desselben Priiparates. 
0.2088 g Substanz gaben g ZnO. 


~ 


Gefunden: serechnet: 
Zn 628%. «655%. 5B. 615 %Fo. 
sa 3. 4. 12,45%o. 12.37 


Die Molekulargewichtsbestimmungen mit Hilfe der Be- 
stimmung der Gefrierpunktserniedrigung in wiisseriger Losung 
ergaben auch fiir dieses Pepton keine scharfen Werte. Fiir 
Priparat umegefillt wurde gefunden: 866: 946: 903. Die 
doppelte Grébe der angegebenen Formel verlangt 973. 

Die Einheitlichkeit des Peptons wird am schiirfsten durch 
die Konstanz der optischen Aktivitét beim Umfiillen, bei dem 
jedesmal ein wesentlicher Teil der Substanz in Loésung bleibt, 
bewiesen. 

In den folgenden Bestimmungen wurde teils die abge- 
wogene Substanz im Mabkoélbchen aufgeldst, teils wurde durch 
Kindampfen der polarisierten Losung und Wiigen des bei 70° 
G. getrockneten Riickstandes die Konzentration ermittelt. 
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Praparat II. 


— 344°, c=> 3,4290, lon 1, 20°. 
[a] = —100,0°. 
Dasselbe Pepton, umgefiillt. 
2 @= c = 2010, |= 8, t 
= —103,4°. 
Dasselbe Pepton, 2 mal umgefillt. 
a= ¢ = 3000, 2, t 
= —100,759. 
Dasselbe Pepton, 3 mal umgefiillt. 
4.a=>—638, ¢ 2.7100, i= 2, t =— OF. 
= —99,1°. 


Das Trypsin-Glutinpepton B besitzt also fiir 2—3,5°/oige 
Losungen das spezifische Drehungsvermégen 
[a] = —100,8°, 


Das einmal umgefiillte Pepton enthielt 0,17°/o S. 
1,5683 g Substanz gaben 0,0208 g BaSO, = 0,17°/o 8. 

Die Reaktionen dieses Peptons sind dieselben wie die 
der Trypsin-Fibrinpeptone, die Millonsche und Molischsche 
Reaktion war ebenfalls véllig negativ. 

Neben diesem Pepton entstehen bei der tryptischen Ver- 
dauung des Leims noch ein oder mehrere andere Peptone. Zu 
deren Isolierung habe ich mehrmals 500 g Gelatine verdaut 
und die aus dem zweiten Eisenniederschlage gewonnenen Pro- 
dukte untersucht. Es gelang jedoch bis jetzt nicht, zu sicheren 
Resultaten zu gelangen. Bei den fortgesetzten Umfallungen 
wurden Produkte nicht ganz konstanter Zusammensetzung und 
Aquivalenz erhalten, vor allem differierte die optische Aktivitiit 
der einzelnen Fraktionen nicht unbetriichtlich. SchlieBlich 
wurden allerdings aus 2 Parallelldsungen 2 Priparate ge- 
wonnen, die die gleiche Zusammensetzung und die tiberein- 
stimmende optische Aktivitit — 64,4° und —64,2° be- 
saben. Zusammensetzung und Gréfbe des Aquivalentgewichtes 
fiihrten zu der Formel C,,H,,N,O,, die ich aber nur mit 
Reserve angeben mochte. Durch die hiufigen Umfallungen 
war leider das Material verbraucht, die Umfallungen 
vorliiufig nicht weiter gefiihrt werden konnten. 
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Uber die Veradnderungen des sogenannten bleischwarzenden 
Schwefels im Verhaltnis zum Gesamtschwefel bei der Keimung 
von Lupinen (Lupinus angustifolius). 

Von 


H. Sertz. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Kgl, Sachs. Forstakademie Tharandt. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. April 1903.) 


In die komplizierte Zusammensetzung der Eiweibkorper 
gewiihren bis jetzt eine Reihe aus denselben nach verschiedenen 
Methoden erhaltener Spaltungsprodukte einigen Einblick. Vor 
allem gilt dies fiir eine Anzahl stickstoff- und schwefelhaltiger 
Abbauprodukte und erscheinen von beiden letztere wieder als 
hesonders geeignet, Riickschliisse auf das Eiweifimolekiil zu 
ziehen, da der Schwefel das in kleinster Menge in diesem ent- 
haltene Element darstellt. Naturgemii} war im weiteren die 
Frage nach der Bindungsweise des Schwetels im Eiweil eine 
sehr wichtige und gab zu einer groberen Reihe dies- 
beziiglicher Versuche. Zur Feststellung der Anzahl der Schwefel- 
atome im Eiweibmolekiil es einerseits erforderlich, die 
verschiedenen Formen, in denen sich der Schwefel daselbst 
vorfindet, wie andererseits deren gegenseitiges Verhaltmis zu 
kennen, 

Auf die Bedeutung des Schwefels im Eiweibmolekiil wies 
zuerst Mulder!) hin. Er vertrat die Anschauung, dab der 
vesamte Schwefel des Eiweibes sich durch Kochen mit Alkali 
tbspalten liebe. Fleitmann?) indes bewies als erster, dab 


1) Gmelin-Krauts Handbuch der organischen Chemie, 7. Bd., 1870, 
S. 2198—2208. 


2 Liebigs Annalen, Bd. 61, J. 1847.8. 121—125 und Bd. 66, J. 1848, 
S. 380 u. 381. 
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durch noch so langes Kochen nur ein Teil des Gesamtschwetels 
als Schwefelmetall abspaltbar ist. Im Hinblick darauf nahm 
er im Eiweibmolekiil zwei verschiedene Formen des Schwefels 
an, deren Mengeverhiiltnisse er bestimmte. Durch spatere 
anderweitige Untersuchungen erfuhren die Angaben Fleitmanns 
wiederholte Bestitigung, indes nur in qualitativem Sinne, indem 
die Angaben tiber die Mengeverhiiltnisse beider Schwefelformen 
hiiufig sehr weit auseinandergehen. Es mag dieser Umstand 
aber wohl in der verschiedenen Art bezw. Reinheit des Analysen- 
materials wie auch in den Miingeln der einzelnen Unter- 
suchungsmethoden seine Erkliirung finden. Was letzt- 
genannten Faktor anlangt, so war es gleichfalls Fleitmann, 
der auf die nachtragliche Oxydation des beim Kochen mit 
Alkali als Schwefelmetall abspaltbaren Schwefels durch den 
Sauerstolf der Luft hinwies. Um diese Fehlerquelle auszu- 
schlieben, hat nun Fr. N. Sehulz!) die Bestimmung des 
bleischwirzenden Schwefels unter Zusatz  schwefelfreien 
geraspelten Zinks als Reduktionsmittel vorgenommen und 
gestattet seine sogenannte Zinkmethode auf Grund ver- 
schiedener Versuche, mit hinreichender Genauigkeit eine quan- 
titative Bestimmung des mit Alkali abspaltbaren Schwetels 
auszuliihren, und zwar erhielt er z. B. aus Thioessigsiure und 
Sulfoharnstoff den gesamten Schwefel, aus Natriumthiosulfat, 
Cystin und Cystein die Hiilfte des Gesamtschwefels. Bei 
krystallisiertem Serumalbumin ergab sich ein Verhiiltnis von 
Gesamtschwefel zu abspaltbarem Schwefel genau wie 3: 2. 

Schulz bewies somit durch seine Versuche das Vor- 
handensein zweier, verschiedenartig gebundener Schwefelformen 
im kiweilmolekiil und unterscheidet einen durch Kochen mit Alkali 
abspaltbaren Teil (sogenannten « bleischwiérzenden Schwefel >), 
wiahrend er fiir dén nicht abspaltbaren Teil die Bezeichnung: 
«nicht durch Alkali abspaltbarer Schwefel» an Stelle der 
unzutreffenden Benennung: « oxydierter Schwefel » aufrecht halt. 

Die von Drechsel ausgesprochene Vermutung, wonach 
ein Teil des Schwefels im Eiweilf} als vierwertiger Schwetel, 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 1898, Heft 1 u. 2, S. 16 ff. 
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etwa in Form der Thetinkérper enthalten sei, widerspricht 
den Schulzschen Versuchen nicht. Anscheinend gelangt dieser 
Schwefel als Alkylsulfid zur Abspaltung und wiirde derselbe 
beim Kochen mit Alkali nicht bleischwiérzend wirken. 

Nach den Mitteilungen von H. M6rner?) ist bei reinem 
Cystin = 3/4 des Gesamtschwefels als bleischwiirzender Schwefel 
vorhanden und befindet sich vermutlich die Hauptmasse des 
bleischwiirzenden Schwefels der EiweibkOrper in diesen in 
Cystinbindung. Wie bereits vorstehend dargelegt, wurde 
die Tatsache, dai nur ein Teil des Schwefels der Protein- 
substanzen als bleischwarzender Schwefel abspaltbar ist, darauf 
zurtickgefiihrt, sich der Schwefel in denselben in zweierlei 
Bindungsformen befindet. Da nun aber auch aus dem Cystin 
nur *4 (nach Schulz nur die Halfte) des Gesamtschwefels als 
bleischwarzender Schwefel erhalten werden kann, so muf} auch 
in der Cystin gebenden Gruppe des Eiweifmolekiils, die fast 
den gesamten bleischwiirzenden Schwefel der Proteinstoffe ent- 
hilt, noch festgebundener Schwefel vorhanden sein. Man hilt 
es fiir wahrscheinlich, da u. a. im Serumalbumin, Globulin ete. 
fast samtlicher Schwefel in der Cystin gebenden Gruppe, also 
in einer Bindungsform enthalten ist. Fir das krystallisierte 
Serumalbumin fand er, tibereinstimmend mit den Untersuchungen 
von Schulz, das Verhaltnis von Gesamtschwefel zu bleischwiir- 
zendem Schwefel wie 3: 2. | 

Von einigem Interesse erschien nun fiir den Verfasser 
nachstehender kleinen Versuchsreihe die Frage, ob sich vielleicht 
bei der Keimung von Samen, wobei bekanntlich ein rascher 
und energischer Zerfall der Eiweifstoffe eintritt und eine An- 
zihl stickstoffhaltiger Abbau- oder Zwischenprodukte (u. a. 
z.B. Asparagin) aufgefunden wurden, mit Hilfe der Schulzschen 
Zinkmethode etwas Niiberes tiber das Schicksal des Schwetels 
leststellen liebe. Es wurde demgemaf die allgemeine Frage: 
In welcher Weise wird der Schwefel beim Abbau des 
Kiweibes in keimenden Pflanzen veriindert? zunichst dahin 
gestellt:. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 207—338. — (Stockholm, Medizin.- 
chem. Laborat. d. Karolin. Instituts.) 
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1. Nimmt die Menge des bleischwiarzenden Schwefels 

wiithrend der Keimung ab? 

2. Wenn ja, in welchem Grade? 

E. Schulze!) fand, daf bei der etiolierten Keimung der 
gelben Lupine der Gehalt der Keimlinge an Schwefelsiiure 
sich auf Kosten der organischen schwefelhaltigen Stoffe ver- 
mehrte. 

So ergaben: 

Ungekeimte Samen. . . 0,385 °/o (mit warmem Wasser extrahierbarer) SO, 
in etiolierten Keimpflanzen 

nach 12 tagiger Keimung 

hatten sich . . . 1,510 %/o 
in etiolierten Keimpflanzen 

nach 15téagiger Keimung 1,703 °/o SO, gebildet, 
die urspriingliche Schwefelsiuremenge erschien demnach mehr als ver- 
vierfacht. 

Auf Grund eingehendster Versuche nahm er mit grobter 
Wahrscheinlichkeit an, dab sich die Schwefelsiure aus dem 
Schwefel der zersetzten Eiweibstoffe gebildet hatte. Er er- 
mittelte die  Zusammensetzung der Lupinensamen betreffs 
Schwefelgehalt, wie folgt: 

Gesamtschwefelgehalt LO2Z8%05 
In Form von Conglutin (bezw. 
Conglutin und sehr kleinen 


Mengen Albumin) . . . . . O496°/0 S (= 48,25 °/o des Gesammt-S.) 
In Form von Sulfaten . . . . O,134°/o S (= 14,98 °/o > 


In Form von schwefelhaltigen Ver- 
bindungen unbekannter Art. 0.878% 0 S (<= 36,77 » > 

Da der Gehalt an Albumin in Samen und Keimpflanzen 
ziemlich der gleiche war, so erschien ferner die Annahme, dah 
nur das Conglutin zur Zersetzung gelangte, berechtigt. 

Fiir das Conglutin der gelben Lupine wurde nun durch 
Ritthausen ein Schwefelgehalt von 1,1°/0 5 im Mittel (bezw. 
auch 0), fir das der blauen Lupine (angustifolius) zu 
ermittelt: das Conglutin der blauen Lupine enthielt 
demnach etwa nur die Hiilfte (bezw. noch etwas weniger) des 
Schwefels im Vergleich zur gelben. 

1) Landwirtsehaftliche Jahrbiicher, J. 1876, 5. 821 ff, — Landwirt- 
wirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. 19, 1876, S. 172. 
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N. Schulz!) gibt fiir das Conglutin der gelben Lupine 
0.520, fiir das der blauen 0,32°/o Schwefel an. Obwohl nun 
einerseits der Schwefelgehalt des zersetzten Conglutins  voll- 
stiindig ausreichte, bezw. der neugebildeten Schwefelsiure ent- 
sprach, so erschien doch andererseits die Méglichkeit) nicht 
ausgeschlossen, dah die schwefelhaltigen Verbindungen  un- 
bekannter Art das Material hierzu geliefert hatten, entweder 
teilweise oder ganz, und zwar umsomehr, als die in ihnen 
enthaltene Schwefelmenge ebenfalls zu genannter Umwandlung 
hinreicht. Es sich also nicht der sichere Beweis datiir 
erbringen, dal die wiihrend der Keimung gebildete Schwefel- 
siiure aus dem Schwefel der zersetzten Eiweibkorper entstanden 
ist. Schulze fiigt diesem hinzu, dali fir letztere Annahme 
(der Entstehung der Schwefelsiiure aus dem Schwefel des zer- 
setzten Kiweifes) noch der Umstand spricht, dab der sichere 
Beweis fiir den Zerfall der Eiweibstoffe wiihrend der Keimung 
vorliegt, wiihrend wir tiber die Zersetzung der anderen schwetel- 
haltigen Lupinenbestandteile nichts wissen, ferner die Tatsache, 
dab zwischen der wirklich gebildeten Schwefelsaure und der 
aus dem Schwefel des Conglutins berechneten Menge eine an- 
niihernde Ubereinstimmung besteht. 

Verfasser dieses fiihrte die Versuche, deren Ergebnisse 
in nachstehender Tabelle zum Ausdruck gelangen, in dreifacher 
Reihe: je zwel Proben mit, eine Probe ohne Samenschalen 
zur Untersuchung verwendend, in der Weise aus, dali zunichst 
ungekeimte Samen, hierauf soleche am 4., 7., 9., 11., 15. und 
18. Keimtage der Analyse unterworfen wurden. Die Keimung 
erfolgte etioliert, ohne Vorkeimung oder Vorquellung. Als 
Keimbett diente Seesand, dem zuvor durch wiederholte Behand- 
lung mit Salzsiiture etwa vorhandene sehr geringe Mengen 
<chwefelsaurer Salze entzogen worden waren. Die fortlaufende 
Untersuchung des zu den einzelnen Keimversuchen verwendeten 
Seesandes ergab stets tibereinstimmend, dali derselbe auch 
nach AbschluB des jeweiligen Keimversuches keine weiter in 
betracht zu ziehenden Mengen Schwefelsiiure enthielt. 

1) Niiheres siehe: Agrikulturchem. Centralbl., 1899, Heft 3, S. 167. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVIIL. 22 
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Behufs Gewinnung entsprechender Mittelproben fiir die ein- 
zelInen Keimtage (worin bereits eine nicht zu geringe Schwierig- 
keit lag) wurden zuniichst die nicht oder doch nur sehr 
mangelhatt gekeimten Samen  ausgeschlossen, der Rest 
der Keimlinge durch rasches Abspiilen mit destilliertem 
Wasser auf einem Drahtnetz von anhaftendem Sand_befreit 
und zwischen dicken Lagen von Filtrierpapier durch leichtes 
und vorsichtiges Andriicken getrocknet. 

Sodann entnahm man je eine Probe zur Bestimmung 
des Gesamtschwefels, eine weitere fiir den bleischwiirzenden 
Schwefel und eine dritte zur Trockenverlustbestimmung (bei 
105°) fiir beide vorhergehende. Eine vierte Probe diente nach 
dem ‘Trocknen bei 105° zur Ermittlung des Gesamtstickstoffs. 

Die unter Gesamt- und bleischwiirzender Schwefel an- 
gegebenen Zahlen konnen somit, da beide Proben stets von 
angeniihert gleichem Wassergehalt waren, auch direkt in Pro- 
portion gesetzt werden. 

Der Gesamtschwefel wurde nach der Liebigschen Me- 
thode ermittelt, der bleischwiirzende Schwefel nach ein- 
gangs erwihnten Schulzschen Zinkmethode, anlehnend an 
das dort beschricbene Verfahren von Fleitmann. Das Kochen 
wurde jedesmal 10 Stunden fortgesetzt; nach dem Ubersiiuern 
mit Kssigsiiure, Filtrieren und Auswaschen wurden Riickstand 
und Filter mit Soda und Salpeter geschmolzen und zwar er- 
folete die Schmelze in Schalen aus Eisen, da_ sich dieses 
Material (worauf in einer kleinen Mitteilung in der Chemiker- 
zeitung noch besonders hingewiesen werden soll) fiir vor- 
genannten Zweck u. a. ganz besonders eignet. Durch vorher- 
gchende blinde Schmelze erfolgte die Feststellung, dafi die bei 
der Analyse zur Verwendung gelangten Kisenschalen zwar sehr 
geringe Mengen Schwefels abgaben, diese indes bei weitem zu 
gering waren, um einen erheblicheren Fehler bedingen zu kénnen, 
wobei ferner noch dadurch ein gewisser Ausgleich stattfindet, 
dal} wohl stets angeniihert der gleiche geringe Fehler bei den 
einzelnen Bestimmungen angenommen werden kann. Schalen 
aus chemisch reinem bezw. nahezu chemisch reinem Kisen waren 
zur Zeit der Durehfiihrung der Versuche leider nicht erhiiltlich. 
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Der Substanzverlust der Samen wiihrend der Keimung 
wurde wohl in Beriicksichtigung gezogen, indes da nur das 
Verhiiltnis von Gesamtschwefel zu bleischwiirzendem in gleichem 
Ausgangsmaterial in Betracht kam, in der Tabelle nicht weiter 
aufgeftihrt. 

Die Gesamtstickstoffbestimmungen (nach Kjeldahl) er- 
folgten, um zugleich mit einen Anhaltspunkt fiir den normalen 
Verlauf der Keimung zu haben. 

Schimmelung der Keimpflanzen wurde nur in einem Falle 
und zwar in stiérkerem Mabe (9. Tag, Probe b) beobachtet 
und demgemiih dieselbe von der Analyse ausgeschlossen. 

Von Bedeutung erschien ferner die Beantwortung der 
Frage, ob in Lupinen derselben (wie vorliegender) Spezies 
(angustifolius), indes von verschiedener Herkunft, wesentliche 
Verschiedenheiten im Gesamtschwefelgehalt bestehen (was 
eigentlich zu erwarten ist), und vor allem, ob wesentliche 
Schwankungen im Verhiiltnis bleischwiirzender Schwefel zu 
Gesamtschwefel zutage treten wiirden. Nach dieser Richtung 
hin wurden zwei weitere Lupinenproben in ungekeimtem Zu- 
stande untersucht und sind die dabei erhaltenen Resultate wie 
die nachstehend des niitheren erdrterten Versuche der unter 
analytischen Belegen aufgefiihrten Tabelle angereiht. Zur Be- 
urteilung wie Bewertung der aus vorliegendem Versuche ge- 
wonnenen Ergebnisse erschien es ferner angezeigt, eine 
Bestimmung des Conglutins im verwendeten Lupinenmaterial 
vorzunehmen, sowie im erhaltenen Conglutin das Verhiiltnis 
von bleischwiirzendem zu Gesamtschwefel wiederum festzulegen. 

Die Darstellung wie Bestimmung des Conglutins, letztere 
indes nur in moglichst angeniiherter Weise, erfolgte nach 
Ritthausen. 

Eine Betrachtung der in der Tabelle zusammengestellten, 
wie auch der nachfolgenden Zahlen ergibt nun folgendes: 

Der Stickstoffgehalt der Samen bezw. Keimptlanzen blieb 
Wihrend der ganzen Keimung angeniihert derselbe, mit ein 
Zeichen fiir den normalen Keimverlauf. 

Die ungekeimten Samen mit Schalen zeigten einen Ge- 
samtschwefelsaiuregehalt von 1,027 °'o, ohne Schalen einen 
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solchen von 1.26 ° 0; der bleischwiirzende Schwefel betrug 
im ersteren Falle 60.82 °.0, im letzteren 64,12 °o des Gesamt- 
schwefels. 

Wie die der Tabelle angefiigten Zahlen besagen. scheint 
das Verhiiltnis von bleischwiirzendem zu Gesamtschwefel bei 
Lupinensamen derselben Spezies, indes von verschiedener 
Provenienz. einigen nicht unerheblichen Schwankungen unter- 
worfen zu sein, 

Die zu vorliegenden Versuchen verwendeten Lupinen ent- 
hielten (im entschiilten Zustande) ca. 33,7 °o Conglutin. Das 
Conglutin wies einen Schwefelsiiuregehalt von 1.55 auf, 
wovon 68.3 %o auf bleischwiirzenden Schwefel entfielen. 

Wie aus Tabelle ersichtlich, ergaben: 

S.710¢ entschilte Lupinen = 03200 BaSO, (= 1.20 9%) 

In obigen 8.710 ¢ Lupinen sind 2,9554¢ Conglutin enthalten. 

Letzteres weist einen Gesamtschwefelsiuregehalt von 1,545 °o auf, 
lieferte also zu obigen 0.3200 g¢ BasO, = 0.1522 g BaSO, = 41,3 °/o 
der Gesamtschwefelsiiure. 

Es verbleiben somit fiir 5.7746 g der iibrigen schwefelhaltigen 
Verbindungen == O.[878 BasSO, entsprechend 58.7 der gesamten 
sSchwefelsiiure. 

Kerner leferten: 

4.9127 ¢ entschiilte Lupinen O1158 ¢ BaSO, in Form von blei- 
schwiirzendem Schwefel. 


Von genannten 4.9127 g entfallen 1.6556 g auf Conglutin: dieses 


wiederutn enthélt ca. 68,3 °o bleischwiirzenden Schwefel, leferte also 
zu den angegebenen O,1108 g Bas0, 0,0330 ¢ BasO, in Form von 
bleischwiirzendem Schwefel, entsprechend 28.5 °o des gesamten_ blei- 
schwiirzenden Schwefels. 

Der Rest bezw. die Hauptmenge des bleischwirzenden Schwefels 
71.5°% 0) (fiir 3.2571 ¢ Substanz Q,0828 ¢ BasO, ergebend) trifft somut 
auf die schwefelhaltigen Verbindungen, meist schwefelhaltige 
organische Verbindungen unbekannter Constitution. 

Inwieweit nun diese letzteren, ihre eventuellen Spaltungs- 
produkte, sowie auch Abbauprodukte der Eiweibk6rper am blei- 
schwirzenden Schwetel teilnehmen, liegt noch nicht fest und 
miiite erst eine Reihe weiterer eingehenderer Untersuchungen 
lehren. Darin lag und liegt aber die Schwierigkeit, bezw. Un- 
moglichkeit, bestimmte Schliisse aus vorliegenden Analysen- 
ergebnissen auf den Abbau der Eiweibkorper (im) besonderen 
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des Conglutins) zu ziehen; denn obwohl die Gesamtabnahme 
des bleischwiirzenden Schwefels nach Ablauf der Keimungs- 
periode den in betracht kommenden Prozentgehalt des Con- 
glutins an bleischwiirzendem Schwefel iibertrifft, darf dieser 
Riickgang nicht ohne weiteres ausschlieflich oder hauptsiichlich 
auf Kosten des zersetzten Conglutins gesetzt werden. Es ge- 
winnt aber die Annahme, dab letzteres doch sehr wohl der 
Fall sein kann bezw. wird, einen um so grOberen Grad von 
Wahrscheinlichkeit, als, wie bereits in den erwiihnten Mit- 
teilungen von Schulze dargelegt, tiber das Schicksal der iibrigen 
schwetelhaltigen organischen Verbindungen wiihrend der Kei- 
mung nichts Niheres bekannt ist, ftir den daselbst stattlindenden 
Zerfall der Eiweiikérper, im besonderen hier des Conglutins, 
indes sichere Beweise vorliegen. 

Wie eine Betrachtung der in nachstehender Tabelle zu- 
saummengestellten Resultate ergibt, sank der Prozentgehalt an 
bleischwiirzendem Schwefel bis zum 4. Keimtage ziemlich be- 
deutend, stieg bis zum 7. Tage wieder um ein geringes, um 
his zum 9, Tage abermals einen kleinen Riickgang aufzuweisen. 
Dann erfolgte bis zum 11. Tage gewissermaben ein Stillstand, 
umn am 15. Tage einem bedeutenden Riickgange Platz zu machen. 
Der 18. Keimtag zeigte keine wesentliche Veriinderung gegen- 
iiber seinem Vorgiinger. 

Bemerkt muf hierbei allerdings werden, dab bei der 
Schwierigkeit der Erzielung einer richtigen Durchschnittsprobe 
(gleichmiibig gekeimter Samen), wie im Hinblick auf die ver- 
hiltnismibig geringen zu den Analysen verwendeten Sub- 
stanzmengen Unterschiede innerhalb weniger Prozente wohl 
erklirlich sind und bei der Beurteilung keinen ausschlagge- 
henden Faktor bilden kénnen. Ebenso gilt dies von der Berech- 
nung des Gesamtschwefels auf Trockensubstanz, wobei der 
hohe Wassergehalt der Proben ebenfalls etwas grobere Schwan- 
kungen bedingt. 

Es wiire zu erwarten gewesen, dah die stiirkste Abnahme 
des bleischwiirzenden Schwefels etwa fiir den 9. oder 11. 
Keimtag sich gezeigt hiitte, da nach Prianischnikow!) das 


1) Landwirtschaftl Versuchsstation, Bd. LIE, S, 137, 1900. 
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Maximum des FEiweifzerfalls fiir Lupinen etwa am 8. Tage 
liegt. 

Allein es ist einerseits nicht ausgeschlossen, dal} die 
den bleischwiirzenden Schwefel liefernden Gruppen bereits 
friiher eine Abspaltung bezw. Veriinderung erfahren, wie an- 
dererseits Umlagerungen bezw. teilweise Riickbildungen mog- 
lich sind, was fiir die beobachtete kleine Zunahme des blei- 
schwiirzenden Schwefels vom 4. auf den 7., bezw. auch auf 
den 11. Tag eine Erkliirung bieten konnte. 

Als Ergebnis aus vorstehender Untersuchung kann dem- 
nach nur der Sehluf gezogen werden, daf der bleischwiirzende 
Schwefel wiihrend der Keimung von Lupinus angustifolius eine 
betriichtliche Abnahme erfiihrt. 

Am Ende vorstehender kleinen Versuchsreihe angelangt, 
fiihle ich mich noch Herrn Prof. Siegfried, Leipzig, fiir 
seinerzeitige giitige Anregung zu besonderem Danke ver- 
pflichtet, den ich hiermit bestens erstatte. 


Analytische Belege. 
siehe Tabelle Seite 334 u. 335.) 
Conglutin. 
24.0 ¢ entschiilte Lupinen = 8,09 ¢ Conglutin = 33,7 °/o. 
I. Gesamtschwefelsiiurebestimmung im Conglutin : 
2.4684 ¢ Conglutin (Trockensubstanz b. 105°) lieferten 0,1112 g Baso, 
15-49 
2. Bestimmung des bleischwiirzenden Schwefels: 
3.3812 ¢ Conglutin (Trockensubstanz b. 105°) (umgerechnet) leferten 
01040 ¢ BaSO, == 1,055 


Bestimmung von Gesamt- und bleischwiirzendem Schwefe! 
in Lupinus angustifolius verschiedener Provenienz. 
(Beide Proben ohne Schalen.) 

Probe I: a) Gesamtschwefel: 
¢ Trockensubstanz b. 105° ergaben 01702 Bas), 
= 1,29) SO,; 
Bleischwiirzender Schwefel: 
6.0178 ¢ Trockensubstanz b. 105° (umgerechnet) ergaben 
0,1265 g BaSO, = 0,72 °/o SOg. 
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Der bleischwirzende Schwefel betrug hier ca. 55,8°/o des Gesamt- 
schwefels. 
Probe Il: a) Gesamtschwefel: 
3.3189 g Trockensubstanz b. 105° ergaben 0.1106 ¢ BaSO, 
= 1,14° SO,; 
b) Bleischwirzender Schwefel: 
5.1843 g Trockensubstanz b. 105° ergaben 0.0886 BaSO, 
= 0,588 SOs. 
Im letzteren Falle belief sich der bleischwiirzende Schwefel auf 
51.6°0 im Vergleiche zum Gesamtschwefel. 
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ver 105° 
(Zu Gesamt- und blei- Verb 
Bezeichnung schwirzendem Schwefel) An-  Trocken- 
An- auf 
aer subs Z 
angew. Trocken- Trocken- | sah] | Trocken- Baso 
Prol bei Subst. Sub- bei | 
robe Sub- ver- ver- ccm 
1059 be- stanz 105° | 
stanz lust lust | Norm. | 
‘ bie ‘ H_SOs g | g 
| | | 
a) [6.2068 0.7982 12,86 11,613 6,55 5,69] 9.5900) 8.1759 0.247 65.56 
= P9880 0,778) 13,00 4,85 5,60 111,612: 1109 0.300 7.0% 
= Mittelw.) — — 12,93] — | — — — 
i948 0,508 10,27 110,9873 5.00. 7,09 8,710 | =8.710 | 0.320 
SQ > - - YO | 
a) 719.34 11.3546 58,71 [0.9182 3,80 35.79] 11,02 | 4.5502 0,138 
= b) 120.67 11,0647) 53.53 1,291 5,25 35,69] 9,07 | 4.2148 |0,124 1 
21,36 13.0061 JOS8168 4.2 7,20] 9.896 3.8707 0.1405 6.232 
a) 114.03) 8.7084 62,07 10.8690 3.6 | 5.80115.540) 5.8948 0.1755 | 610 
b) 7138.65 88711 64,99 [11,0003 4,0 5,58 715.248 5.3389 0.1635 
— | — | — | = 
= 23.01 15,8815 69,02 10,7447 3,68 7.05 13,399 - ‘7692, (), DAT H) 2: 
a) 712.72) 9.0604 71,23 [0.8450 3.32. 5,50 | 24,780 | 7.1293 | 0.216 1. 
= ~ 
jb) Probe b zeigte starke Schimmelbildung, daher \ se au 
She 
a) 124,90 17,9405 72,05 [0,7721 3,03 5,53 | 17,232 | 4.8168 01-465 | 
2 = 5 b) 20,54 14,4232 70,22 ]1.3923 5,40 5.43 | 18,878 | 53,6219 0.1725 1. 
5 15,06 11,6534) 77,38 J0,9872 7.02 14.412 | 3,2595 0.1210 12 
= a) 20,10 16.0298) 79,75 11774 4.55 5.411 36.07 | 7.3062 0,2220 | 
O-= ob) 721.83 17,7805) 81,45 11,4256 5.57 5,47 132.345 35,9988 0.1800 
24 22.68 18,2415 80,43 1)1,3314 6.6 | 6.94 122,980 | 4.4974 | 2560 
> 
a) | 24.00 18,8112) 78.38 ]1,090 4,3 | 5,52 130,360 6.56335 0.19591 
£22 b) $23.79 17.9543 75.47 1.610462 5.39}22,19 5.4423 0.1665 ! 
= Mittelw.} — — — — 
21.66 18,1034 83.58 JO,8865 6.87]24.47 40179 0.1! 
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704652 O131 0.633 


0.625 


(4127 O.SO8 


62.18 
60.82 


= 100°) 


100°/o 
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hwirzender Schwefel Der 
blei- 
}Prozentuale 
schwar- 
Ab- 
zende 
SO, [Schwe- nahme | 
u! des Anmerkungen 
BaSO, a. fel blei- 
| betrigt 
| Tr.-S. schwirz, 
chwefels 
Jsamt-sS 
16.5691 O118 0.616) 59.46 4,8680 g Trockensubstanz bei 105° ergaben 


0.1748 g Asche = 3,59%o. 
5.4870 g Trockensubstanz == 
= 3,59 
Mittelwert: 3.599% Asche, 


1) Wassergehalt geringer, da wahrend 
schalung Trocknung eintrat. 


Asche 


O1968 g 


Ent- 


18252 0.1020 0.513 


0.1198 0.681 


62.12 


D444 


0.1143 0,458 — 
— | — | — [4697] 22.8 
252327 0,120 0,660) 53,10] 17.2 
76106 0113 0,509] 49,85] — 

584112 0,140 0,571) 54,38] — 
14.3 


0.1153 0.520] 50.05 17.7 
Ma) se ausgeschlossen, 

88825 0.140 0,541] 51,87 
8.8587 01355 0,526] 50,05 

1.2625 01274 0,698] 54,83 14,5 
£9287 0.0653 0,405] 38.87 
42.08 


IS451 0.0738 0.433 


9.2560 0.0735 0,481 


40,48 


33.4 


41,54) 


1) Etwas getrocknet beim Entschalen, 


13779 0.0655 
O.O80 


0.302 
0.436 


0.496 


34,82 
41.57 
38,20 
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Die Bestimmung der Purinstoffe in tierischen Organen mittels 
der Methode des korrigierten Wertes. 


Von 
Dr. Richard Burian, und Dr. J. Walker Hall, 
Privatdozent und Assistent Assistant lecturer in Pathology, 
am physiologischen Institut zu Leipzig Manchester. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Leipzig). 


(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1903.) 


In Band XXX dieser Zeitschrift (S. 350) haben W. His d. J. 
und W. Hagen kritische Untersuchungen verdffentlicht, welche 
die quantitative Bestimmung der in den Ausziigen tierischer 
Organe enthaltenen Purinstoffe zum Gegenstande haben. Die 
Verfasser stetlten fest, die Vollstindigkeit und Reinheit 
der Purinbasensilberniederschliige besonders durch zwei Um- 
stiinde erheblich beeintriichtigt werden kann: erstens durch 
einen (im Vergleich zur vorhandenen Purinkérpermenge) hohen 
Albumosengehalt und zweitens durch weitgehende Ver- 
diinnung der zu untersuchenden Fliissigkeit. Da ferner Guanin, 
welehes zu Organbreien resp. zu Organausziigen zugesetz! 
worden war, mittels der von His und Hagen angewandten 
Methoden meist nicht quantitativ wiedergefunden wurde, so 
gelangten die genannten Forscher zu der Ansicht, «dab wir 
eine fiir alle Fille giiltige Methode der Basenbestimmung nich! 
besitzen» !), 

Auf das von Burian und Schur?) benutzte (modifizierte 
Kosselsche Verfahren) des «korrigierten Wertes» konnen 
indessen die Erfahrungen von His und Hagen nicht ohne 
weiteres Anwendung finden, denn diese letzteren Autoren 
haben sich in keinem ihrer Versuche streng an jenes 


1) His und Hagen |. ¢. 8. 375. 

2) Burian und Schur, Diese Zeitschr., Bd. XXIII, S$. 53, 1897. — 
Pfliigers Archiv, Bd. 80, S. 241, 1900. — Pfiigers Archiv, Bd. 
S. 239, 1901. 
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Verfahren gehalten; gerade aber bei Methoden, welche, 
wie die Bestimmung der Purinkérper mittels ammoniakalischer 
Silberlésung, in ihren Resultaten von mannigfachen Neben- 
umstinden abhiingen, werden auch kleine, gewohnlich belang- 
lose Abweichungen von Einfluf auf die Ergebnisse sein kinnen. 
Es scheint uns daher nicht gerechtfertigt, dai Loewi') auf 
Grund der von His und Hagen gefundenen Tatsachen die 
Richtigkeit der Purinkérperbestimmungen von Burian und 
Schur in Zweifel zieht. Vielmehr muf eben erst gepriift 
werden, ob die Fehlerquellen, welche durch die Untersuchung 
von His und Hagen aufgedeckt worden sind, auch bei der 
Methode von Burian und Schur wirklich Irrtiimer verursachen, 
Wir haben diese Priifung durchgefiihrt und wollen die hierbei 
erhaltenen Resultate im nachstehenden mitteilen. 


I. Genaue Beschreibung der ,,.Methode des korrigierten Wertes“. 
Da das in den Untersuchungen von Burian und Schur 
stets zur Anwendung gelangte Verfahren bisher noch nicht 
ganz detailliert beschrieben worden ist,?) glauben wir, vor 
allem andern diese Liicke ausfiillen zu sollen. 


Herstellung des schwefelsauren Orqanauszuges. 

Der Organbrei wird zuniichst mit einer gréferen Menge 
(1000 cem fiir 100 g Brei) stark verdiinnter Schwefelsiiure 
(0,5 bis 1 Volumprozent) mindestens zwolf Stunden lang am 
Riickflubkihler gekocht.2) Anwendung einer geringeren 


1) Loewi, Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 45, 
S. 159 u. 174. 

2) Eine kurze Darstellung desselben s. Diese Zeitschr., Bd. XXIII, 
s. 64, A. und Walker Hall, The purinbodies of foodstuffs, p. 23 
Manchester 1902. 

3) Bei Verarbeitung gréferer Quantitéten von Organbrei kann man 
das Kochen mit Vorteil in grofen (mit Deckel versehenen) emaillierten 
Tépfen vornehmen, indem man das verdampfte Wasser ungefiihr alle 
zwet Stunden wieder ersetzt. Es diirfen aber nur gut emaillierte 
Topfe Verwendung finden; denn nimmt die saure Fliissigkeit Eisen in 
sich auf, so konnen bei der nachfolgenden Alkalisierung derselben mit 
Baryt die Xanthinbasen, wie wir beobachtet haben, als Kisenverbindungen 
in den Niederschlag tbergehen und sich so der Bestimmung (ganz oder 
teilweise) entziehen. 
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Fliissigkeitsmenge und_ kiirzere Kochdauer  fiihren 
(wenigstens bei Nichtbeniitzung eines Dampfkochtopfes) hiiufig 
nicht zum Ziele, teils deshalb, weil dann die Zersetzung der 
Nucleoproteide eine unvollkommene bleiben kann, teils auch 
deshalb, weil es unter diesen Umstiinden — wahrscheinlich 
wegen der weniger intensiven Aufspaltung der Eiweibkérper — 
oft schwierig ist, die Purinbasenniederschliige von 
biuretgebenden Substanzen frei zu erhalten. 

Kin Beispiel diene dazu, das Gesagte zu illustrieren. 

Versuch I. (Burian, Winter 1901.) Je 100 g¢ Brei von frischem 
Rinderpankreas wurden mit wechselnden Mengen von 0,5° viger 
Schwefelsiiure verschieden lange gekocht und zwar: 


A und A’ mit je 200 cem Schwefelsiiure durch 2 Stunden, 


Bo» » » 1000 » > > g » 
> » » 2)» » » 12 » 
D » YP’ » » L000. » » » 12 » 


siimtliche acht Zersetzungsfliissigkeiten wurden nach der unten 
beschriebenen Methode weiter verarbeitet. Die aus A, B, C und D ge- 
wonnenen Silberniederschliige (Hauptfillung und Korrekturfillung zu- 
sammengenommen) enthielten 

A: B: C: D: 
0.0995 ¢ N 01645 ¢ N 01270 N 0.1828 

Die aus den Proben A‘, BY, C4, dargestellten Silberniederschliige 
(Hauptfillungen) dienten zur qualitativen Untersuchung. Sie wurden 
mit H,S zerlegt, und die resultierende Fliissigkeit nach Beseitigung des 
HS auf die Gegenwart von Eiweifsubstanzen gepriift. Die von A’ und 
besonders die von B’ stammende Lésung gab sehr intensive, die aus C’ 
erhaltene Fliissigkeit eben erkennbare Biuretreaktion. Die Hauptfallung 
von D’ enthielt keine biuretgebende Substanz. Der reichlichste und 
reinste Purinbasenniederschlag wurde also erzielt bei langdauerndem 


12stiindigem — Kochen des Organbreies mit grofen Fliissigkeits- 
mengen — 1000 cem auf 100 g Organ. 


Nach beendigtem Kochen wird der schwefelsaure Organ- 
extrakt von dem ungeldsten Riickstande mittels Faltenfilters 
getrennt. Filter samt Riickstand wird ausgekocht und das 
abfiltrierte Waschwasser mit urspriinglichen Extrakte 
vereinigt: diese Prozedur wiederholt man noch zweimal. 


Vorbereitung des Auszuges fiir die Silberfallung. 


Nunmehr wird die Fliissigkeit mit feingepulvertem festem 
Atzbarvt unter gutem Riihren stark alkalisch gemacht, der 
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Barytniederschlag abfiltriert und mit Wasser von 60° C. aus- 
gewaschen und das mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat 
durch einen CO,-Strom, der bis zur neutralen oder schwach 
sauren KReaktion eingeleitet wird, vom tberschiissigen 
Baryt befreit. Auf diesen Teil des Verfahrens ist besondere 
Sorgfalt zu verwenden. Dai in dem durch den Barytzusatz 
bewirkten Niederschlag reichlich Kiweibstoffe (Acidalbumin und 
Albumosen) enthalten sind, und dab die Fliissigkeit durch die 
Barytfallung stark entfirbt wird, darauf haben Burian und 
Schur bereits vor sechs Jahren aufmerksam gemacht. Man 
darf indessen, um moglichst weitgehende Beseitigung der ge- 
nannten Eiweifsubstanzen und der Farbstoffe zu erzielen, 
nicht blof soviel oder wenig mehr Baryt verwenden, als zur 
Bildung des Barytniederschlages notwendig ist, sondern tut 
cut, mit einem groben Uberschusse von Baryt zu arbeiten.!) 
Fiigt man niimlich zu der Fliissigkeit nur bis zu sechwacher 
Alkalescenz Baryt hinzu, so erzeugt ein CO,-Strom in dem 
Filtrate der Barytfillung trotz der deutlichen Alkales- 
cenz desselben keinen Niederschlag — offenbar des- 
halb, weil der geringfiigige Barytiiberschub zur Bildung al- 
kalisch reagierender, durch CO, nicht zerlegbarer, lés- 
licher Baryumsalze organischer Séuren  verbraucht worden 
ist. Da nun aber das BaCO,-Priizipitat, wie sich leicht 
zeigen lift, abermals nicht unbetriichtliche Mengen von Ei- 
weifstoffen (Albumosen) in sich aufnimmt und eine weitere 
Entfiirbung der Fliissigkeit bewirkt, so ist die Bildung dieses 
baCQO,-Niederschlages wtinschenswert, also der Zusatz cines 
hedeutenden Uberschusses von Baryt zu dem schwefelsaueren 
Organextrakte zu empfehlen. Die Gefahr eines Verlustes von 


1) Bei der Bestimmung der Harnsiéiure in schwefelsauren Organ- 
ausziigen ist nach His und Hagen (I. ¢. 5. 381) ein BarytiiberschufS zu 
vermeiden. Ubrigens sind auch in anderer Hinsicht die optimalen Be- 
‘ingungen fiir die Harnsiurefiillung von denen fiir die Basenfiillung ver- 
schieden. Es empfiehlt sich deshalb, Purinbasen und Harnsiiure getrennt 
‘au bestimmen: die Basen nach der Methoce des korrig. Wertes in 
<chwefelsauren, die Harnsiiure nach dem Verfahren von v. Schréder 
oder Wiener (Arch, f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 42, 5. 381) in rein 
vdsserigen Extrakten. 
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Purinstoffen (besonders von Adenin)!) durch Ausscheidung 
schwerloslicher Baryumverbindung der letzteren besteht dabei 
durchaus nicht, weil wegen der grofen zur Zerkochung des 
Organbreies angewandten Fliissigkeitsmenge und wegen der 
hiiufigen Waschungen die Verdiinnung eine sehr betriichtliche 
ist. Selbstverstiindlich mufi man, um die durch Neutralisation 
fillbaren Eiweibsubstanzen mdoglichst vollstiindig zu beseitigen, 
die kinleitung der CO, in die stark alkalische Losung_ nicht 
nur bis zur giinzlichen Abscheidung des BaCQO,-Niederschlages, ? ) 
sondern bis zur wirklich neutralen (oder selbst schwach sauren) 
Reaktion fortsetzen. 


Der ungiinstige Einfluf&§ der Anwendung zu geringer Barytmengen 
(und des dadurch bedingten Wegfalles der BaCO,-Fiillung) idiufert sich 
vornehmlich in einem erhdhten Albumosengehalte der fiir die Haupt- 
fillung zu beniitzenden Fliissigkeit. Infolge dessen wird die Menge der 
Hauptfillung verringert, d. h. es bleibt ein gréferer Teil der Purinstoffe fiir 
die Korrekturfaillaung zuriick. Auch enthilt die Hauptfiillung dann manch- 
mal Beimengungen, welche Biuretreaktion zeigen. Die drei im nach- 
folgenden beschriebenen Versuche hefern Beispiele fiir das Gesagte. 

Versuch Il. (‘Burian, Herbst 1901.) 460 ¢ Brei von Schweine- 
pankreas wurden mit5 LiternSchwefelsiéure von 0,5 Volumprozent 12 Stun- 
den lang am Riickflubkiihler gekocht und die Gesamtmenge der Fliissigkeit 
nach dem Abfiltrieren und Waschen auf 6000 ccm gebracht. Hiervon 
wurden zwei Portionen, A und B, zu je 2775 cem abgemessen. Lisung A 
wurde mit einem geringen, Lisung B mit einem grofen Uberschul 
von festem Baryt versetzt: A zeigte deutliche Alkalescenz, aber in dem 
Filtrat von dem Barytniederschlage bewirkt CO, keine Eallung; B wurde 
sehr stark alkalisch, CO, rief im Filtrat vom Barytpriizipitat einen reich- 
lichen Niederschlag hervor. Beide Portionen wurden in gleicher Weise 
nach dem unten beschriebenen Verfahren weiter behandelt. Das 
Volumen der fiir die Hauptfillung vorbereiteten Fliissigkeit betrug 
schlieflich bei A sowohl als auch bei B je 250 cem. Von den beiden 
Losungen wurde nun 

1. je ein Teil zu 25 cem, Ay und By, fiir die Bestimmung der in 
den Fliissigkeiten enthaltenen Albumosen verwendet ; 


1) Das Adenin gibt mit Barytwasser einen Niederschlag (Kosse). 
Diese Zeitschr., Bd. X, 5. 247, 1890). 

2) Die Reaktion der Fliissigkeit ist dann immer noch recht deu'- 
lich alkalisch, wegen der Gegenwart der oben erwiéhnten durch C0. 
nicht zerlegbaren alkalisch reagierenden Ba-Verbindungen. 
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2. je 75 ccm Ag und Boe dienten zur Darstellung von Purinbasen- 
Silberniederschligen, die qualitativ untersucht wurden (vgl. unten 
Versuch XXI); 

3. Je eine Portion Ag und Bg zu 50 ccm (entsprechend 42,55 ¢ 
frischen Pankreas) wurde nach der spiiter geschilderten Methode zur 
quantitativen Bestimmung des Purin-N durch «Haupt-» und «Kor- 
rekturfiillung» beniitzt, und je eine weitere Portion zu 50 cem Ag und 
By wurde nach vorausgehendem Zusatz von je 10 cem einer alkalischen 
0.783°/oigen Guaninlésung !) (<= 0.0783 Guanin mit 0,03863 N) in 
der gleichen Weise der quantitativen Bestimmung des Purin-N unterzogen. 

Die bei diesen Priifungen erhaltenen Resultate waren die folgenden: 

1. Ay und By wurden bei schwefelsaurer Reaktion mit Zinksulfat 
cesiittigt und in den so erhaltenen Albumosenniederschliigen der N-Ge- 
halt ermittelt. Loésung Ay enthielt 0,344°., Losung By 0,292°o Albu- 
mosen-N. 

2. Uber die qualitativen Untersuchungen der in Ag und Boe er- 
zeugten Purinbasen-Silberniederschlige wird weiter unten (Vers. XXI, 
S. 375) berichtet werden. Hier sei nur hervorgehoben, dafi weder der 
aus A, noch der aus B, erhaltene Niederschlag Biuretreaktion liefernde 
Beimengungen enthielt. 

3. Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen: 

Tabelle I. 


N der | N der | Summe, _Gesamtpurin-N 
Losung Haupt- | Korrektur- | dh. ; = Prozenten des 
fallung | fillung | Gesamtpurin-N 
As | 0.0097 0.0541 
berechnet 
| (vorstehende 
| «Summe» +0,0363): 
| ecefunden: 
0.0S71 
0.0500 | 0.0025 0.0525 0),1234 ” 
berechnet 
 (vorstehende 
«Summe>» + 0.0363): 
By 0.0700 0.0177 


0.0SSS 


cefunden: 
O.OST7 


1) Das Niihere iiber das angewendete Guanin s. unten, >. 385. 
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In diesem Falle war also die unter Anwendung eines geringen 
darvtiiberschusses bereitete Lésung ungefiihr um den 6. Teil albu- 
mosenreicher, als die mit grofem Barytiiberschuf$ und nachfolgendem 
BaClO,-Niederschlage hergestellte Loésung B. Die Folge hiervon ist, daf 
in Ag resp. Ay die Hauptfillungen kleiner und die Korrektur- 
niederschlige gréfKer ausfielen, als in Bg resp. Ba, Der Wert fiir den 
Gesamtpurin-N (Summe des Haupt- und Korrekturfiillungs-N) erscheint 
zwar hierdurch bei Ag und Ay in dem vorliegenden Falle nicht beein- 
triichtigt. Es ist aber klar. dafi es schon deshalb wiinschenswert ist, 
den ganz iiberwiegenden Teil der Purinbasen in der Hauptfillung ab- 
zuscheiden, weil die umstindlichen Manipulationen, die der Korrektur- 
fiillung vorangehen, und insbesondere wohl der die letztere vorbereitende 
Bleiacetatzusatz leicht zu Verlusten Anlaf\ geben kénnen. Tatsachlich 
werden wir sofort Versuche kennen lernen, in denen das ungiinstige 
gegenseitige Verhiiltnis der Haupt- und Korrekturfiillung auch den Wert 
der «Summe» ganz merklich schiidigt. 

Ks set hier noch darauf hingewiesen, dafs die zugesetzte Guanin- 
menge sowohl bet A, als auch bei B mit geringen Verlusten (Ay —3,3° 5 
0) wiedergefunden wurde. 

Versuch TI (Burian, Herbst 1901). 1000 g Pferdefleisch 
werden mit 5 | Schwefelsiiure von 0.5 Volumprozent 12 Stunden lang 
am Riickflufkiihler gekocht. Gesamtfliissigkeitsmenge nach dem Filtrieren 
und Waschen 10500 cem. Dies Quantum wird zuniichst in folgende vier 
Portionen geteilt: 

1. in zwei Portionen zu je 4100 cem, A und B, und 

2. in zwei Portionen, Ag und By, a 1050 cem (entsprechend je 
100 Fleisch); zu Ai und By werden je 10 cem einer 0,708 ° igen 
Xanthinlésung!) (-= 0.0708 g Xanthin mit 0.0261 ¢ N) hinzugefiigt. 

A und Ay werden mit Baryt bis zur schwachen Alkalescenz 
versetzt; CO, erzeugt in den Filtraten der Barytfallungen keinen Nieder- 
schlag. Bound By werden durch Baryt stark alkalisch gemacht; CO, 
ruft in den Filtraten Abseheidung von BaCO, hervor. 

Nach Durehfiihrung der unten beschreibenden Mafnahmen 
betriigt das Volumen der zur Hauptfiillung vorbereiteten Fliissigkeit be: 
Ai und By je 310 cem, bei A und Bb je 1230 cem. Die letztgenannten 
beiden Portionen, A und B, werden nun in je drei Teile zerlegt, und 
zwar werden 

La) je LOO cem, Ay und By, zur Albumosenbestimmung verwende' : 

Lb) je 800 Az und By, dienen zur Erzeugung von Purinbase'i- 
silberniedersehligen, die qualitativ untersucht werden (vgl. Vers. XXII: 

le) je eine Portion, Ag und Bg, zu 315 cem (entsprechend [00 
Fleisch) endlich wird der quantitativen Purin-N-Bestimmung nach d« 
unten geschilderten Verfahren unterworfen. 


1; Das Niihere iiber das verwendete Xanthin s. unten S. 385. 
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Es werden die nachfolgenden Resultate erhalten: 

La) Losung Aq enthilt 0.1205° 0, Lésung By 0,0759°/o durch Zink- 
sulfat bei schwefelsaurer Reaktion aussalzbaren N. 

1b) Uber die qualitative Untersuchung der in Ag und By dar- 
cestellten Purinbasenniederschlige wird unten (Versuch XXII, S 377) 
berichtet werden. 

Hier ist nur zu erwiihnen, dafider aus Av, nicht aber der aus 
22 erhaltene Silberniederschlag mit biuretgebender Substanz 
verunreinigt war. 

Le) und 2. Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen sind 


verzeichnet in 


Tabelle IL. 


N der | N der Summe, Gesamtpurin-N 


| 
Lisung Haupt- | Korrektur- | d. h. in Prozenten des 
faillung | fallung | Gesamtpurin-? bretes 
As | 0.0577 10,0577 %o 
berechnet 
| (vorstehende 
| «Summe> +0,0261): 
gefunden: 
0.0796 
Bs (00473 | 00,0078 0.0551 00551. % 
berechnet 
| | (vorstehende 
0.0797 «Summe» +0,0261): 
| gefunden: 
| 0.0821 


Hier enthilt die unter Anwendung eines geringen Barytiiberschusses 
bereitete Lisung A mehr als 1'/,mal soviel Albumosen, wie die mit 
grofem Barytiiberschuf$ und nachfolgendem BaCO,-Niederschlag herge- 
stellte Lésung B. Dementsprechend haben die Hauptfiillungen in As resp. 
Ay abermals die Tendenz, an Grife hinter jenen in B3 resp. By zuriick- 
zubleiben. Uberdies sind die in der Fliissigkeit A erzeugten Haupt- 
‘allungen, wie die qualitative Untersuchung bei Ag lehrt. durch albumosen- 
artige Substanz verunreinigt, wiihrend die aus der Lisung B erhaltenen 
Hauptfallungen von einer solchen Beimengung frei sind. 
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In diesem Falle lassen nun auch bereits die «Summen »-Werte 
den nachteiligen) FinflaufS des ungeniigenden Barytzusatzes erkennen. 
Fir Ag ist der Gesamtpurin-N zwar gréfer als fiir Bs, offenbar deshalb, 
weil der wahrscheinlich vorhandene Verlust (vel. Aa) durch die Albumosen- 
beimengung uberkompensiert wird. Fiir Ag aber ist die «Summe >» deutlich 
kleiner als fur By. Gegenitber dem aus dem Gesamtpurin-N von A3 resp. 
Bs emerseits und dem zugesetzten Nanthin-N andererseits berechneten 
Werte besteht bei Ay ein Verlust von ca. 5.0%, bei Be ein Plus 
von L.,1’%o. Noch deutlicher treten die Vorteile der Anwendung eines 
grofen Barytiiberschusses zutage bel 

Versuch TV (Burian, Herbst 1901). 325 ¢ Kalbsthymusbrei 
werden mit 3000 cem Schwefelsiiure von 0.5 Volumprozent 12 Stunden 
lang gekocht. Nach dem Filtrieren und Waschen betrégt die Gesamt- 
menge der Fliissigkeit 10000 cem., Dies Quantum wird zuniichst analog 
dem in Versuch HE eingehaltenen Vorgange in vier Teile zerlegt, niéimlich: 

1. in zwei Portionen zu je 3950 com, A und B. und 

2. in zwet Portionen, Ag und Bg, a L000 cem (entsprechend 32.5 g 
frischer Thymus). Ag und Bg erhalten einen Zusatz von je 20 ccm einer 
0,783 %Joigen Guaninidsung (== 01566 g Guanin mit 0.0726 ¢ N). 

A und As werden mit einem geringen Barytiiberschuf behandelt, 
so dafi CO, in den Filtraten der Barytniederschlige keine Fallung bewirkt; 
Bound Bs dagegen werden mit Baryt stark alkalisch gemacht. so daf 
durch CO,-Strom in den Filtraten reichliche BaCO,-Ausscheidung 
hervorgerufen wird. Nach beendigter Vorbereitung der Fliissigkeiten fiir 
die Purinkérperfiillaung betriigt das Volumen der Lésungen As und Bs je 
170 cem, jenes der Lésungen A und B je 790 cem. Die beiden Portionen 
A und B werden nunmehr in je zwei Partieen geteilt: 

la) Je S85 cem, Aq und By. werden fiir die Herstellung von 
beniitzt, die zur qualitativen Unter- 
suchung gelangen (vgl. Versuch XXV); es mufs jedoch bemerkt werden. 
dafi die Proben Ay und By iufherer Umstinde halber vor der 
Verarbeitung mehrere Tage lang im Laboratorium stehen 
bleiben; 

Ib) je eine Portion, Ag und Be, a’ 200 cem (entsprechend 32,5 ¢ 
frischer Thymus) wird zur quantitativen Purin-N-Bestimmung ver- 
wendet; die Verarbeitung von Az und Be erfolgt ohne Verzug und moglichst 
rasch. 

Resultate: 

la) Uber die qualitative Untersuchung der aus At und Bt erhaltenen 
Purinbasenfillungen wird unten (vgl. Versuch XXV, 8. 380) das Niihere 
mitgeteilt) werden. Hier sei nur bemerkt, dafi keiner der beiden 
Niederschliige Albumosen enthielt. 

[b und 2) Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen: 
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Tabelle IIL. 


N der N der Summe, Gesamtpurin-N 


Losung Haupt- Korrektur- d. h. in Prozenten des 
| fallung | fallung | Gesamtpurin-N breies 

Az | 0,466 | 0.0062 | 0.1528 O470L 
berechnet 
| (vorstehende 
| 164! 0393 Summe + 0.0726): 
A3 | 0.1649 | 0.0 02254 | 
| | | gefunden: 
| 0.2042 
bo | | 0.1568 4824 
berechnet 
(vorstehende 
| 0.2994 0.0061 Summe + 0.0726) : 
| 2226 ), 
gefunden: 
| 0.2287 


| 

Wiederuin sind also die Hauptfiillungen in den mit geringem 
Barytitbersschusse bereiteten Lésungen Az und kleiner als in’ den 
korrespondierenden unter Anwendung grofer Barytinengen hergestellten 
Losungen (Be und Bs). Ganz deutlich treten hier aber auch die Unterschiede 
der Gesamtpurin-N oder «Summen>»-Werte hervor. Der Gesamtpurin-N 
zeigt sich bei Ag um ca. 2,7 %/o kleiner als bei Bz und bleibt bei As 
um 9,8°o, bei dagegen nurum 0,3°%o hinter dem berechneten 
Werte zurtick! 

Uberdies lehrt Tabelle HI ganz unzweideutig, dafi ein Verlust von 
urinbasen durch den Zusatz der grofen Barytmengen nicht herbei- 
cefahrt wird. Denn am bedenklichsten steht es in dieser Hinsicht wohl mit 
dem Adenin, da dasselbe, wie erwiihnt, mit Barytwasser einen Nicder- 
schlag gibt. Trotzdem finden wir in Tabelle Ill, deren Zahlen von einem 
Organe (Thymus) stammen, das einen sehr erheblichen Adeningehalt 
besitzt, bei den mit Barytitberschufi bereiteten Losungen Bz und Bs kein 
Minus an Purin-N.1) Die Fihigkeit des Adenins, eine schwerlidsliche 


1; Obzwar sich in dem aus Lésung By hergestellten Niederschlage 
kein Adenin nachweisen liefS (vgl. Versuch XXV, S. 380), haben die 
Proben Ba und B3 doch zweifellos Adenin enthalten. Denn, wie 
crwihnt, wurde die Fliissigkeit Bi erst nach lingerem Stehen ohne 
Antisepticum, wobei Adenin in Hypoxanthin iibergehen kann (s. unten 
381), in Arbeit genommen. 
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Baryvumverbindung zu bilden, kommt eben wahrscheinlich fiir die Ver- 
diinnungen, die bei unserem Verfahren zur Zeit der Barytfiillung (nicht 
zur Zeit der Herstellung des Purinbasensilberniederschlages) herrschen, 
gar nicht mehr in Betracht. Es geniigt, darauf hinzuweisen, dafi in den 
drei mitgeteiiten Versuchen die der Barytbehandlung unterzogenen Losungen 
in bezug auf Purin-N ca. "500 bis Normal waren. 

Nach dem vorstehenden erhilt man also die Purinbasensilber- 
niederschlige zweifellos am reinsten und am vollstindigsten, 
wenn man die schwefelsauren Organausziige mit einem so grofen Baryt- 
iberschusse behandelt, daft bet der nachfolgenden CO,-Einleitung reich- 
liche BaCO,-Fallung eintritt. 

Nachdem man den BaCO,-Niederschlag abfillriert und 
mit heibem Wasser gut ausgewaschen hat, liegt nun zur 
weiteren Verarbeitung eine sehr grobe Fliissigkeitsmenge vor 
(gewOhnlich ea. 2,5 bis 3 Liter fiir 100 g Organbrei): dieselbe 
mul natiirlich vor Ausfiihrung der Silberféllung zuniichst be- 
triichtlich eingeengt werden. Das Eindampfen darf jedoch 
nicht bei der dureh die absorbierte CO, bewirkten neutralen 
oder schwach sauren Reaktion geschehen: sonst tritt nach 
der Entfernung der CO, wieder deutlich alkalische Reaktion 
ein (wegen der Gegenwart der oben erwiihnten alkalisch 
reagierenden léslichen Baryumsalze), und man hat dann stets 
sehr erhebliche Verluste an Purinbasen — offenbar in- 
folge einer Zersetzung der letzteren durch das viele Stunden 
wiihrende Erhitzen alkalischer Losung. Die Fliissigkeit 
wird deshalb) vor dem Einengen mit Essigsiiure kriiftig 
angesiituert. 

Ist das Volumen gentigend verringert (auf ca. 
fiir 100 ¢ Organbrel), so darf die Flissigkeit noch immer nicht 
ohne weiteres zur Silberfiillung verwendet werden, vielmehr 
mu zuvor ein wenig starke Natronlauge, die zweckmibig 
mit etwas Natriumcarbonat versetzt ist, hinzugeftigt werden. 


Es kann niimlich — besonders bei Pankreas- und Thymus- 
ausziigen — geschehen, dal sich nach weit vorgerticktem Ein- 


1, Das Einengen erfolet am besten anfangs iiber freiem Feuer 
Volhardscher Ofen) in einer grofen Schale, aus der man diesFliissig- 
keit nach einiger Zeit in eine kleinere Schale iibertragen kann u. s, f.: 
zum Schlusse selbstverstiindlich auf dem Wasserbade eingedampt! 
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engen am Boden der Abdampfschale einige briiunlich gefiirbte, 
schwere Ko6rner absetzen: in solchen Fiillen gibt die von den 
letzteren abfiltrierte Fliissigkeit: mit ammoniakalischer Silber- 
jOsung nur einen geringfiigigen oder selbst gar keinen Nieder- 
schlag, wihrend die Losung der braunen Korner in Natron- 
lauge eine reichliche Purinkorperfallung lefert. Wie ersicht- 
lich, handelt es sich hier um die Abscheidung gewisser in 
Wasser (bei Gegenwart verdiinnter Essigsiiure) schwer lOslicher 
Purinstoffe. Da nun Alkalihydratlosungen bekanntlich alle 
Purinkérper recht leicht lésen, so kann man sich gegen die 
unerwiinschten Folgen des geschilderten Vorkommnisses am 
besten dadurch schiitzen, dai man nach erfolgtem Eindampfen 
der Fliissigkeit Natronlauge bis zur starken Alkalescenz 
hinzufiigt. Der gleichzeitige Sodazusatz hat den Zweck, die 
in der Lésung enthaltenen Barytreste zu entfernen.!) 
empfiehlt sich, eine Mischung gleicher Volumina von 33 ° oiger 
Natronlauge und halbgesiittigter Natriumcarbonatlésung vorriitig 
zu halten. Von dieser Mischung geniigen wenige Kubikcentimeter 
zur Erzielung des erforderlichen Alkalescenzgrades. 

Dafi man das Eindampfen der mit Baryt behandelten Organextrakte 
bei saurer Reaktion vornehmen, die Fliissigkeit zum Schlusse aber 
wieder deutlich alkalisch machen muf, und dafi bei Nichtbeachtung 
dieser Vorsichtsmafregeln sehr erhebliche Verluste zu_ befiirechten 
sind, war Burian und Schur schon seit langem durch vielfiiltige Er- 
fahrungen bekannt. Wir haben indessen noch eigens einige Versuche 
angestellt, um fiir unsere Ausfiithrungen zahlienmiifige Belege beibringen 
zu konnen. Ein besonders charakteristischer von diesen Versuchen sei 
in extenso mitgeteilt. 

Versuch V (Burian, Sommer 1901), 200 g Kalbsthymus wurden 
12 Stunden lang mit Schwefelsiiure von 1,0 Volumprozent gekocht. Nach 
Beendigung der vorbereitenden Operationen betrug die Gesamtmenge der 
einzuengenden Fliissigkeit 6000 ccm. Hiervon wurden drei Portionen, 
A, B und ©, zu je 1500 ccm abgemessen. 


1) Die Beseitigung des Baryts ist zwar fiir gewOhnlich nicht un- 
bedingt noétig, weil die N-Bestimmung in den Purinbasensilbernieder- 
schliigen durch eine Barytbeimengung nicht beeintriichtigt wird; doch 
erleichtert’ Barytfretheit der Liésung die weiteren Operationen (vgl. unten 
Anmerkung 2 auf S. 348). Will man die Purinkérperfillungen, wie wir 
es getan haben (vgl. Abschnitt Il, S. 364—371), der Elementaranalyse 
unterzichen, so ist die Entfernung der Barytreste natiirlich unerliéifMlich. 


. 
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A wurde zuniichst mit Essigsiure angesaiuert, dann auf ca. 
7) com eingeengt (wobet sich briiunliche Kornchen abschieden) und 
schlieMlich mit carbonathaltiger Natronlauge stark alkalisch gemacht. Die 
aus dieser korrekt behandelten Probe erhaltene Hauptfallung enthielt: 

0.2142 g N. 

B wurde ohne Essigsiiurezusatz langsam auf ca. 75 ecm. einge- 
dampft; eine Abscheidung brauner Kornchen trat in diesem Falle nicht ein, 
trotzdem wurde die Flissigkeit aber vor Ausfiihrung der Hauptfallung 
alkalisch gemacht. Der Silberniederschlag enthielt hier bloss 

0.1301 ¢ 
durch das Einengen ohne Siiurezugabe war also ein Verlust von 39,2 °/o 
zustande gekommen. 

€ wurde, mit Fssigsiiure versetzt, auf ca. 75 ccm eingedampft; 
es setzten sich abermals braune Korner ab. Die von den letzteren ab- 
filtrierte Fliissigkeit gab mit ammoniakalischer Silberldsung nur eine 
Opalescenz, wiihrend die Lisung der Korner in Natronlauge einen 
reichlichen Purinbasenniederschlag leferte, der 

01923 ¢ N 
enthielt. Somit war fast die Gesamtmenge der vorhandenen Purinstoffe 
(vgl. A) beim Einengen ausgefallen. 

Wie erwiihnt, bewirkt der Zusatz der carbonathaltigen 
Lauge zu der eingeengten Fliissigkeit nicht bloss Aufl6sung 
etwa ausgeschiedener PurinkOrper, sondern auch Ausfillung 
des noch anwesenden Baryums als Baryumearbonat. Letzteres 
wird iiber einem kleinen Filter abfiltriert und mit Wasser 
von 60° gut ausgewaschen. Das alkalische Filtrat darf nun 
aber nicht direkt mit ammoniakalischer Silberl6sung versetzt 
werden, weil unter diesen Umstiinden Schwiérzung unter Silber- 
abscheidung (Reduktion) stattfinden kann. Man fiigt deshalb 
zu der alkalisehen Lésung zuniichst Salzséure bis zur sauren 
Reaktion hinzu') und iihersiittigt dann erst mit Ammoniak: 
ein Niederschlag darf durch das Ammoniak nicht entstehen.°) 


1) Der Salzsiiurezusatz bewirkt bei richtiger Leitung der voraus- 
gehenden Operationen keine Fallung; tritt eine solche (wegen nicht 
ganz korrekter Ausfiihrung der oben geschilderten Barytbehandlung) 
dennoch ein, so tut man gut, den Niederschlag vor dem Ammoniakzusatz 
abzufiltrieren. 

2) Dies gilt natiirlich nur fiir den Fall, dafs die letzten Barytreste 
durch Na,CO, vollstiéndig beseitigt wurden; ist dies nicht geschehen, 
so erzeugt die stets carbonathaltige Ammoniakfltissigkeit zum mindesten 
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Das Volumen der auf diese Weise zur Ausfiihrung der Haupt- 
fiillung endgiiltig vorbereiteten Fliissigkeit soll nicht mehr 
als ca. 200 cem fiir 100 g Organbrei betragen. Erheblich 
stiirkere Verdiinnung wenigstens gibt leicht zu Fehlern Anlab. 
Je grober niimlich die Verdiinnung ist, desto mehr éindert sich 
das gegenseitige Mengenverhiiltnis von Haupt- und Korrektur- 
fiillung zugunsten der letzteren. Da nun aber bei der Korrektur- 
fiillung— insbesondere wohl wegen der vorbereitenden Behandlung 
der Fliissigkeit mit Bleiacetat — Verluste kaum ganz vermieden 
werden konnen, so pflegt in jenen Fiillen, in denen nicht der 
weit tiberwiegende Teil der vorhandenen Purinstoffe bereits 
durch die Hauptfiillung abgeschieden ist, auch die Gesamt- 
summe von Haupt- und Korrekturniederschlag merklich ver- 
mindert zu sein. 


Uber den Einfluf§ allzu weitgehender Verdiinnung belehrt uns 
das nachfolgende Experiment. 


Versuch VI (Burian, Sommer 1901). 500 ¢ Pferdefleisch werden 
mit 5 1 Schwefelsiiure von 0,8 Volumprozent zerkocht. Menge des ab- 
filtrierten und mit den Waschwassern vereinigten Auszuges: 7422 ccm. 

Hiervon werden vier Portionen, A, B, GC und D, zu je 1500 cem 
(= 101,2 ¢g Fleischbrei) abgemessen; zu C werden 20 cem, zu D 30 ccm 
einer 0,977°/oigen alkalischen Xanthinlésung hinzugefiigt. Der Uber- 
schuf} an Purin-N (iiber die in A resp. B anwesende Menge desselben), 
betrigt demnach bei € 0,0720 g, bei D 0.1080 g. Wiihrend nun die 
Fliissigkeit A nach beendigter Barytbehandlung und erfolgtem Essigsiure- 
zusatz bis auf 100 ccm eingedampft wird, sistiert man das Einengen der 
drei Portionen B, C und D, sobald ein Volumen von je 800 ccm erreicht 
ist. Dementsprechend betrégt nach den oben angegebenen letzten vor- 
bereitenden Schritten die mit Silberlésung auszufillende Fliissigkeitsmenge 
bei A 200 ccm, dagegen bei B, C und D je 1000 ccm. 

Die bei den vier verschiedenen Proben erhaltenen quantitativen 
Ergebnisse sind registriert in 


eine Triibung, wodurch das Urteil dariiber erschwert wird, ob die der 
Silberfaillung vorauszuschickende Vorbereitung des Organextraktes wirk- 
lich gelungen ist. Dies der Hauptgrund, weshalb oben (S. 347) der gleich- 
zeitige Zusatz von Lauge und Soda zur eingeengten Fliissigkeit em- 
pfohlen wurde. 
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Tabelle LY. 


x N der : 
Lésung Korrektur- Verlust 
Hauptfallung Gesamt-Purin-N 
| fallung 
A 00465 -O,0090 0.0555 
gegentiber dem 
OOS | 0.0297 0,0485 Gesamtpurin-N yon 
A: 12,6 "Jo 
berechnet: | 
| | rece 
| |. Summe von | 
| | A +00720: | Berechnung I: 
> 0 
| | | 012% =| 
0.0348 TL Summe von | 
| | B +0,0720: 
| | gegenitiber 
| | 0.1205 1]. 
| | Berechnung iI: 
| | gefunden: 
O.11SS 
| |  berechnet: 
| | | 
|. Summe von B 
| 
| | +0,1080: 
| | | 0.1635 i 
| | 
D 0.1283) (0,0174 Summe von 
| | B +0,1080: 
| | | gegenitiher 
| | | win Berechnung II: 
| | gefunden: 
| | 0.1457 


Wir sehen, dafs bei sehr starker Verdiinnung die Korrektur- 
fillung sogar gréfer werden kann als die Hauptfillung: vel. B, 
wo der Silberniederschlag in einer Lésung erzeugt wurde, die nur ca. 
0.05 g Purin-N im Liter enthielt. Daf unter solchen Umstinden auch der 
Gesamtpurin-N-Wert beeintrichtigt sein kann, das beweisen die (in Spalte 5 
der Tabelle) unter der Uberschrift «Verlust» verzeichneten Zahlen. 


Ausfiihrung der Hauptfillung. 

Nach vollendeter Vorbereitung wird die ammoniakalische 
Fliissigkeit je nach der zu erwartenden Purinkérpermenge mit 
80—50 cem der Ludwigschen ammoniakalischen Ag Cl-L6- 
sung vollstiindig ausgefiillt.1) Den gewohnlich fast rein weiben 
1) Die Anwendung von AgCl statt AgNO, zur Bereitung der ammonia- 
kalischen Silberlésung empfiehlt sich deshalb, weil dann das der Korrektur- 
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Purinbasen-Silberniederschlag lift man mehrere Stunden stehen, 
filtriert ihn dann tiber einem grofen aschearmen Filter ab?) 
und wiischt ihn sorgfiiltig zuniichst einmal mit sehr verdtinntem 
Ammoniak?) und hierauf mehrmals mit heijem Wasser aus. 
Nur bei griindlichem Aufwirbeln des Priizipitates durch einen 
kriiftigen Strahl heifben Wassers, das den sehr voluminosen 
Niederschlag etwas schrumpfen macht, gelingt es, die letzten 
Spuren albumosenartiger Verunreinigungen ganz oder fast ganz 
auszuwaschen. 3) Nach beendigtem Waschen wird Filter und 
Niederschlag in einen nicht zu kleinen Kjeldahlschen Aut- 
schliebungskolben gebracht und der N-Bestimmung unterzogen. 
Doch ist es ratsam, der letzteren die von Arnstein!) em- 
pfohlene Mabnahme  vorauszuschicken, d. h. den Nieder- 
schlag im Aufschhebungskolben mit wenig Wasser und Mg Q 
zu kochen; man ist dann sicher, nicht durch (oft  hart- 
niickig festgehaltene) kleine Ammoniakreste gest6rt zu werden. 


fiillung vorausgehende Eindampfen des (entsilberten und angesiiuerten) 
Hauptfillungsfiltrates nicht bei Gegenwart von Salpeterséiure er- 
folgt, durch welche die noch vorhandenen Purinkdrperreste geschiidigt 
werden kénnten. 

1) Sehr geeignet ist das mit HCl und HF! extrahierte Filter Nr. 589 
(Weifband) von Schleicher und Schill vom Durchmesser 18 '/2 em, 
Blof auf solchen grofen Filtern lift sich das Aufwirbeln der Nieder- 
schlige unbedenklich durchfiihren. 

*) Ein haiufigeres Waschen mit starkem Ammoniak ist nicht am 
Platze. Wahrend die Purinbasensilberniederschliige niimlich im Momente 
ihrer Herstellung — d. h. also bei Gegenwart von unverbrauchtem 
Silber — selbst durch einen sehr erheblichen Ammoniakiiberschufi nicht 


gelost werden, kénnen sie nachtriiglich — d. h, somit bei Abwesenheit 
vonitiberschiissigem Silber — durch starkes Ammoniak zum Teil 


zerlegt werden, wobei die im Niederschlag enthaltenen Purinbasen, soweit 
sie in ammoniakalischem Wasser ldslich sind, partiell in Lésung gehen. 
‘Vel. hierzu unten S. 368—37i Versuche XII und XIII.) 

3) Die Purinkérpersilberniederschlige lésen sich weder in heifiem 
Wasser, noch auch wird durch das letztere ihre Zusammensetzung veriindert. 
Vel. hierzu die Angabe von Bruhns (Diese Zeitschrift, Bd. XIV, S. 545, 
1890), Hypoxanthinsilberoxyd «in heifem Wasser so gut wie unlis- 
lich ists, und ferner unsere Versuche XII und XIIL. 

4) Arnstein, Zentralblatt fiir die mediz. Wiss., Bd. 15, 8. 257, 1897, 
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Welche grofe Bedeutung die Art des Auswaschens der Nieder- 
schlige fiir die Resultate der Bestimmung besizt, das zeigt uns 

Versuch VIE (Hall. Sommer 1901)!1). In Mischungen von 
Wittepepton- und Guaninlésung?) erzeugte Silberniederschlige 
werden teils mit kaltem, teils mit heiffem Wasser erschépfend gewaschen: 


1. Zwei Proben, Ay und By — jede bestehend aus 20 ccm einer 
6%oigen Wittepeptonlésung + 20 cem einer 0,2631°% alkalischen 
Guaninlésung (— 0.0244 ¢ N) -- 160 com Wasser — werden mit 20 cem 
ammoniakalischer Silberl6sung gefiillt. 

2. Zwei Proben, Ag und Bz — jede bestehend aus 20 ccm einer 
6% oigen Wittepeptonlésung +- 20 einer 0,6946 °/oigen alkalischen 
Guaninlésung (= 0.0644 ¢ N) 4+- 320 ccm Wasser — werden mit Baryt- 


wasser versetzt;3) nach Beseitigung des Baryts durch CO, und Zusatz 
von Essigsiiure werden die Fliissigkeiten auf 200 cem eingeengt und hierauf 
mit 20 cem ammoniakalischer Silberlésung gefiillt. 

3. Vier Proben, Ag und Ay, B3 und By — jede bestehend aus 
20cem einer 6%/oigen Wittepeptonlésung 20 cem einer 0.5882 igen 


alkalischen Guaninlésung (== 0,0545 ¢ N) +. 600 ccm Schwefelsiiure von 
0,5 Volumprozent — werden mehrere Stunden lang gekocht und dann 


genau so weiter behandelt, wie es oben fiir Organausziige vorgeschrieben 
wurde: die auf 200 cem eingedampften Fliissigkeiten werden schlieflich 
mit ammoniakalischer Silberlésung geféllt. 

Die aus den Liésungen Ag bis Ag erhaltenen Silberniederschliige 
werden in der gewOhnlichen Weise durch Aufgiefen kalten Wassers, 
die von den Proben Bi bis By stammenden Fillungen dagegen unter griind- 
lichem Aufwirbeln mit heif'Eem Wasser gewaschen. Nach beendigtem 
Waschen werden siimtliche Niederschlige unter Beobachtung der Arnstein- 
schen Vorsichtsmafregel der N-Bestimmung nach Kjeldahl unterzogen. 


1) Dieser Versuch wurde in dem physiol. Institute des Owens 
College, Manchester, ausgefiihrt. Dem Vorstande desselben, Herrn Prof. 
Stirling, sei fiir die freundliche Erlaubnis, das obige Experiment in 
seinem Laboratorium anstellen zu diirfen, unser aufrichtigster Dank aus- 
gesprochen. 

2) Die Wittepeptonlésung war durch Aufkochen bei essigsaurer 
Reaktion enteiweift. Uber die Herstellung des benutzten Guanins siche 
unten 385. 

3) Wittepepton gibt mit Barytwasser keinen Niederschlag. 
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Uber die hierbei gewonnenen quantitativen Ergebnisse berichtet 
Tabelle V. 


| N der Summe N des 
Lisung | tfallune | Korrektur- d. h. | angewendeten Fehler 
fallung Gesamtpurin-N | Guanins 
| | | | 
At 0.0232 | — | 
| | 0,02 4-4 
Bi | —0,0228 | | | 
Ao | 0,064 | 0.0019 0.0663 4. 2.95%, 
Bz 0.0058 00604 — 6,21 
As 0.0560) 00,0056 00616 13,0 % 
| | | O0D45 
Bs 0,022 0.00389 0.0561 J 2.9% 
Ag 0.0540 0,006 00,0605) 11,0 
| 005-40 
Be 0.0518 | (0.0046 0,0564 J — 


| | | 
| 

Es sei hervorgehoben, dafi die Konzentrationen der in dem vor- 
legenden Versuche verwendeten Lésungen durchaus den bei genauer 
Einhaltung unserer Methode fiir Organausziige zutreffenden Konzen- 
trationen entsprechen. Bei unserem Verfahren werden zur Hauptfillung 
200 cem einer Fliissigkeit beniitzt, die z. B. in Versuch HI (S. 342) 0,076 ° o 
Albumosen-N = ca. 0,475 °/o Albumosen in sich schlofs§ und in dem ge- 
nannten Volumen eine Gesamtpurin-N-Menge von 00551 g enthielt.. Indem 
obigen Experiment wurden die Hauptfiillungen gleichfalls in 200 ecm von 
Losungen ausgefiihrt, deren Albumosengehalt ca. 0,6°%o und deren Ge- 
samtpurin-N 0,0244—0,0644 g betrug. 

Bei Betrachtung der Tabelle V fillt uns nun sofort auf, dafi die 
mit heiffem Wasser gewaschenen Niederschliige ausnahmslos weniger 
Nenthalten, als die mit kaltem Wasser behandelten: der Gesamtpurin-N 
wurde fiir die Lésungen B stets um 8—10° kleiner gefunden als fiir die 
korrespondierenden Lisungen A. Besonders charakteristisch sind die Resul- 
tate, die bei As, As, B3 und Bz, also bei jenen Losungen erhalten wurden, 
welche genau nach dem Muster der Organausziige verarbeitet worden 
waren. Hier ist der N-Gehalt der kalt gewaschenen Fiillungen um 11 
resp. 13°/o, jener der mit heifem Wasser aufgewirbelten Niederschliige 
dagegen blof um 3 resp. 31/2 °o gréfer, als nach der angewandten Guanin- 
menge erwartet werden muftte. Es war also nur bei der letzgenannten 
Art des Auswaschens gelungen, die in den voluminésen Silbernieder- 
schligen zuriickgehaltenen Albumosenreste fast vollstiindig zu entfernen. 
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Wir miissen hier in Kiirze auf eimige analoge Experimente von 
His und Hagen eingehen. Auch diese Forscher versuchten, aus Ge- 
mischen von Albumosen- und Guaninlésung das zugesetzte Guanin quanti- 
tativ wiederzuerhalten (Vers. IV—VI, 5. 358—360). Thre Resultate waren 
jedoch recht unbefriedigend; entweder entstand wegen der fiillungs- 
hindernden Wirkung der Albumosen gar kein Silberpriizipitat oder aber 
es bildete sich ein Niederschlag, der infolge Albumosenbeimengung einen 
sehr viel zu hohen N-Gehalt besafi.. Da His und Hagen keine Korrektur- 
fillungen ausfiihrten, so lassen sich ihre Zahlen nur mit den in der 
2. Spalte unserer Tabelle V unter der Uberschrift «N der Haupt- 
fiillung» verzeichneten Werten unmittelbar vergleichen. Diese letzteren 
sind nun aber ausnahmslos nicht oder kaum grifer a!s die Werte, fiir 
den N des zugesetzten Guanins. Wir stofen hier also auf eine Dis- 
krepanz zwischen unseren Ergebnissen und jenen von His und Hagen, 
die wahrscheinlich wenigstens zum Teil darauf beruht, dafi die von den 
genannten Autoren angewandten Guaninmengen sehr klein waren. 
Wihrend wir zu unseren Einzelproben 0,024+—0,0644 g Guanin-N hinzu- 
fiigten, betrug das Guanin-N-Quantum, das His und Hagen aus den 
Albumosenlésungen wiederzugewinnen suchten, nur 0,0037—0,0056, also 
etwa den zehnten Teil der von uns beniitzten Mengen. Bei so aufer- 
ordentlich geringen Quantitiiten werden natiirlich selbst kleine Fehler 
der Methode und des Arbeitens sehr stark ins Gewicht fallen miissen; 
man bedenke nur, dafs dasselbe N-Plus, das bei uns einen Fehler von 
+- 3° o ausmachte, bei His und Hagen einen solchen von -+- 30°/o be- 
deuten wiirde! Noch verstiéndlicher wird der Unterschied zwischen 
unseren Zahlen und jenen von His und Hagen, wenn man erwiigt, daf 
diese Untersucher die Arnsteinsche Mafregel nicht in Anwendung 
brachten und ihre Niederschliige vermutlich iiberdies mit kaltem Wasser 
auswuschen. 

Wie dem immer sei, die obige Tabelle zeigt jedenfalls, dafi die 
aus dem Albumosengehalt der Lésung entstehenden etwaigen Fehler nicht 
iiberschiitzt werden diirfen, insbesondere wenn fiir zweckentsprechende 
Waschung der Niederschliige Sorge getragen wird. 


Ausfiihrung der Korrekturfdlling. 


Burian und Schur haben vor 6 Jahren angegeben, dah 
bei der Fiillung schwefelsaurer Organextrakte mit ammoniaka- 


lischer Silberlésung stets — auch wenn zuvor die oben ge- 
schilderte Vorbereitung der Ausziige stattgefunden hat — eine 


kleine Menge von Purinstoffen in Lésung bleibt, die nach 
vorausgehender Behandlung des Filtrates der Hauptfiillung mi! 
hasischem Bleiacetat durch neuerlichen Silberzusatz nieder- 
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geschlagen werden kénnen.') Diese Beobachtung, die sich seit- 
her ausnahmslos  bestiitigt hat, bildet die Grundlage der 
« Korrekturfiillung ». 

Zur Herstellung der letzteren wird das mit den Wasch- 
wassern vereinigte Filtrat von der Hauptfillung mit einigen 
Kubikcentimetern starker Essigsiiure eben angesiiuert und durch 
H,S entsilbert. Hierauf dampft man die Fliissigkeit samt dem 
Schwefelsilber?) auf ca. 100 cem fiir je 100 ¢ urspriinglich 
verwendeten Organbreies ein, filtriert das Schwefelsitlber ab 
und wiischt es mit heibem Wasser griindlich aus und erhitzt 
das Filtrat nochmals zum lebhaften Sieden (Entfernung letzter 
H,S-Spuren). 

Nunmehr wird die Fliissigkeit, deren Volumen nicht mehr 
als ca. 200 cem fiir 100 g Organ betragen soll, mit ba- 
sischem bleiacetat versetzt.  Hierbei sind die nachstehenden 
heiden Punkte zu beriicksichtigen: 1. ein Teil der Albumosen 
(und zwar die Deuteroalbumosen und bei sauerer Reaktion 
auch die Protalbumose) werden nur durch basisches, nicht 
durch neutrales Bleiacetat geféllt:?) 2. die Nanthinbasen werden 
zum Teil (Carnin, unreines Hypoxanthin und bei Gegenwart 
von Farbstoffen auch Xanthin und 1-Methylxanthin )*) durch 
basisches Bleiacetat niedergeschlagen, aber nur bei Ab- 
wesenheit von Bleizucker®) (basisches Bleiacetat -+- Ammo- 
niak fillt bekanntlich simtliche Purinstoffe). 


1) Burian und Schur haben diese Erscheinung auf die fillungs- 
hindernde Wirkung der Albumosen zuriickgefiihrt, jedoch gefunden, daf 
aufer dem Albumosengehalte «noch anderweitige Bedingungen die Menge 
der in Lésung gehenden Nucleinbasen bestimmen>. Die wichtigste dieser 
Bedingungen scheint der Verdiinnungsgrad der zur Hauptfaillung beniitzten 
Fliissigkeit zu sein. 

2) Die Vorschrift. daf{\ man die Fliissigkeit samt dem Schwefel- 
silber einengen und dann erst filtrieren soll, beruht auf der Beobachtung, 
Jaf’ sich das Schwefelsilber hiiufig zuerst colloidal abscheidet und erst 
nach einigem Erwiirmen filtriert werden kann. 

3) Vel. Kiihne und Chittenden, Zeitschr. f. Biol., Bd. 20, 
11, 1884. 

4, Kriiger u. Salomon, Diese Zeitschr., Bd. XXIV, S. 379 ff. 

>) Weidel, Liebigs Ann. d. Chem., Bd. 158, 3. 358 u. 362. 1871. 
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Hieraus ergeben sich folgende Prinzipien fiir die Durch- 
fiihrung der Bleiacetatbehandlung. Da bei dem Zusatze von 
Bleiessig zu der essigsauren Fliissigkeit zuniichst zwar eine 
Triibung von Chlorblei, aber nicht auch sofort der flockige 
Niederschlag, der die basischen Bleiverbindungen der Albu- 
mosen enthiilt, zu entstehen pflegt, weil das basische Bleiace- 
tat durch die vorhandene freie Essigsiiure in neutrales Acetat 
libergefiihrt wird, so mufi man mit dem Zusatze des Bleiessigs 
fortlahren, bis die schwach alkalische Reaktion des_ letz- 
teren. in der Fliissigkeit bemerkbar wird: dann erst scheiden 
sich die Albumosen ab. Man fiigt nun vorsichtig so lange 
Bleiessig zu, als noch ein Niederschlag entsteht; ein weiterer 
Zusatz von basischem Bleiacetat ist nicht ratsam, weil einer- 
seits die durch dasselbe ausgefiillten Stoffe teilweise in einem 
Uberschusse des Reagens lislich sind, und weil andererseits 
eine grobere Menge Bleiessig aus dem in der Losung reichlich 
vorhandenen Ammoniumacetat Ammoniak in Freiheit setzen 
und unter Mitwirkung des letzteren die Purinstoffe nieder- 
schlagen konnte. 

Die Fliissigkeit enthilt jetzt ein Gemenge von blei- 
zucker und Bleiessig, worin der erstere tberwiegt, und 
das somit sehr wohl geeignet ist, die Xanthinbasen in Losung 
zu halten. Trotzdem es sich nicht véllig verhindern, dab 
Purinstofie in den Bleiniederschlag tibergehen: doch wird die 
Menge derselben durch genaue Beobachtung der oben ge- 
eebenen Regeln auf ein Minimum reduziert. 

Wie geringfiigig das durch den Bleiniederschlag mit niedergerissenc 
Xanthinbasenquantum ist. ergibt sich daraus, daf§ es in der Regel nur 
schwierig gelingt, in der durch Zerlegung des Bleiniederschlages mit 
Schwefelnatrium erhaltenen Fliissigkeit mittels der gebriiuchlichen Me- 
thoden Purinkérper nachzuweisen. Ein Beispiel hierfiir lefert 

Versuch VIIT (Burian, Frihjahr 1902). 600 g Brei von Rind- 
fleisch 12 Stunden lang mit 6 1 Schwefelsiiure von 1,0 Volumprozent 
cekocht. Die aus dem Extrakte (nach den bekannten Vorbereitungen 
hergestellte Hauptfillung dient zur qualitativen Untersuchung (vgl. unten 
Vers. XVII S. 373). Das mit Essigsiiure versetzte, durch entsilberte 
und cingeengte Filtrat der Hauptfiillung, das ein Volumen von 1200 ccm 
besitzt, gibt bei versichtigem Bleiessigzusatz einen miichtigen Nieder- 
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schlag, der mit etwas Natriumsulfidldsung zerlegt wird. Die Inerbei 
resultierende Fliissigkeit wird mit Schwefelsiiure angesiiuert, auf 150 cem 
eingedampft und in drei Portionen, A, Bund €, zu je 50 ccm aufgeteilt. 

A zeigt auf Zusatz von Ammoniak und ammoniakalischer Silber- 
ljsung keine Spur einer Triibung. 

B wird mit Natronlauge neutralisiert, hierauf Essigsiiure 
schwach angesiiuert und in der Siedehitze mit Natriumbisulfit -+ Kupfer- 
sulfat gefiillt. Der (grofenteils aus be- 
stehende) Niederschlag wird abermals mit ein wenig Natriumsulfidlosung 
verlegt; die Inerdurch erhaltene Fliissigkeit gibt (nach dem Verjagen des 
HS bei saurer Reaktion) mit ammoniakalischer Silberl6sung ganz 
schwache Opalescenz. 

C wird mit Zinksulfat gesiittigt und das Filtrat von der dadurch 
bewirkten Albumosenfiillung (nach genauer Neutralisation mittels Natron- 
lauge) durch H,S vom Zink befreit und nach Entfernung des 
ammoniakalischer Silberldsung versetzt: es entsteht ein sehr gering- 
fiviger Niederschlag, dessen quantitative Verarbeitung kaum durch- 
fiihrbar ist. 

Somit waren zwar Purinstoffe in den Bleiniedersehlag tihergegangen, 
aber jedenfalls nur in fiuferst geringer Menge, Dabei lieferte die von 
der Bleifiillung abfiltrierte Flussigkeit nach dem unten beschricbenen 
Verfahren einen Korrekturniederschlag mit 0,061 ¢ N. 

Ks darf hiernach wohl als sehr wahrscheinlich gelten, daf\’ die 
Bleiacetatbehandlung bei richtiger Ausfiihrung keinen erheblichen Purin- 
basenverlust verursacht. Dies gilt jedoch natirlich nur fiir jene Fille, 
wo in 100 cem der mit Bleiessig zu versetzenden Fliissigkeit, wie in dem 
vorliegenden Versuche, blof& ca. 0,005 Purin-N enthalten sind.!) Bet 
kKorrekter Herstellung der Hauptfillung ist dies Verhalten das 
normale. Es pflegt dann namlich fir 100 ¢ Organbrei 0.002 ¢ bis héch- 
stens O.0O15 ¢ Purm-N im Hauptfiillungstiltrate zuriickzubleiben; da nun 
das Volumen des letzteren beim Bleiacetatzusatze ca. 200 cem fiir 100 2 
Orvanbret betriigt, so kommt auf 100 ccm der Fliissigkeit etwa O,00L bis 
@ Purin-N. Ist infolgze unrichtiger Behandlung des Ex- 


traktes — z. B. wegen zu grofien Albumosengehaltes oder wegen zu 
starker Verdiinnung — eine betriichtlich grOfere Purinbasenmenge im 


Millrate der Hauptfillung verblieben, dann freilich scheint auch der Blei- 
nicderschlag weit mehr Purinstoffe aufzunehmen, als in dem vorstehenden 
Versuche (vgl. z. B. Tab. IV A und B). 

Der gréfere Purinkérpergehalt ist wohl auch die Ursache dafiir, 
dafy bet direkter Fiillung schwefelsaurer Organausziige mit Bleiessig 
\osselsche «Bleiacetatmethode>») die Menge der in den Bleinieder- 


|) Es sei daran erinnert, dafs in dem obigen Experiment die 0,061 ¢ 
urin-N enthaltende Lisung ein Volumen yon 1200 ccm besa. 
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schlag tibergehenden Nanthinbasen ganz erheblich wird. Die letzteren 
lassen sich in diesem Falle nach Burian und Schur!) ohne weiteres, 
doh. ohne vorausgehende Beseitigung der Albumosen in der 
durch Zerlegung des Bleiniederschlages gewonnenen Fliissigkeit, nach- 
weisen; dementsprechend ist der «Bleimethodenwert»>, wie Burian und 
Schur?) gezeigt haben, stets um 6—12° kleiner, als der <korrigierte 
Wert». Auch und Hagen) haben in einigen Fiillen Organausziige 
direkt mit Bletessig gefaillt. den Bleiniederschlag zersetzt und die resul- 
tierende Losung auf ihren Purinbasengehalt untersucht. ohne zuvor die 
anwesenden Albumosen zu entfernen. Es hef sich hierbei ausnahmslos 
dic Gegenwart von Purinstoffen im Bleiniederschlage feststellen. Die 
Zahlen, die His und Hagen fiir das im Bleiprazipitate vorhandene 
Purin-N-Quantuim gefunden haben. gestatten tibrigens keine unmittelbare 
Anwendung auf die Kosselsche Bleiacetatmethode. Denn wiihrend 
ber der letzteren durch mehrstiindiges Kochen mit verdiinnter 
schwefelsiiure erhaltene Organausziige mit Bleiessig gefillt werden, 
haben His und Hagen Organausziige, die durch Digestion mit 
Wasser ber 50--60° hergestellt waren, der Bleiacetatbehandlung unter- 
zogen. Hierdurch aber werden zwei bedeutsame Abweichungen vor 
Kosselschen Verfahren verursacht. Erstens enthalt die mit basischem Blei- 
acetat versetzte Fliissigkeit dann kein Gemenge von Bleizucker und bleiessig, 
sondernblof Bleiessig, wodurch der Ubergang von Purinstoffen in den Blei- 
niederschlag sehr begiinstigt wird; zweitens diirften in den Versuchen 
von His und Hagen auch Reste unaufgespaltener Nucleoproteide 
resp. unzersetzte Nucleinsiiuren in der Bleifiillung zugegen gewesen sein 
und bei der Zerlegung des Bleiniederschlages ihre Xanthinbasen ganz 
oder teilweise abgegeben haben — abermals ein Umstand, durch den 
der Purinkdrpergehalt des Bleipriizipitates erhOht wird. 

Nach dem vorstehenden darf es wohl als ziemlich sichergestel!! 
betrachtet werden, dafi zwar bei unmittelbarer Fiillung schwefelsaurer 
Organausziige mit Bleiessig eine merkliche Xanthinbasenmenge mit dem 
Bieiniederschlage verloren geht, dafS§ dagegen nach vorheriger Ab- 
scheidung der Hauptmenge der Purinstoffe — d. 1. bei richtiger 
Ausfiihrung der Hauptfiillung — der im Filtrate bleibende Purinkérper- 
rest durch die Bleibehandlung nur sehr unerheblich beeintrachtigt wird. 


Hat sich der Bleiniederschlag abgesetzt,4) so filtrier! 

1) Burian u. Schur. Pfliigers Arch.. Bd. 80, S. 307. 1900. 

2) Burian u. Schur, Diese Zeitschr., Bd. XXII, S. 17, 1897. 

3) His u. Hagen, |. 8S. 372. 

4, Bleibt der Niederschlag, was ab und zu vorkommt, unter milehige: 
Triibung der Fliissigkeit in letzterer suspendiert, so geniigt Zusatz von 
etwas Talk und kriiftiges Umschiitteln. um alsbald Absetzen der Fillun: 
zu bewirken. 
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man ihn ab und wiiseht ihn gegriindlich mit kaltem Wasser 
aus.4) Das Filtrat wird mit entbleit und der gewohnlich 
sehr reichliche Schwefelbleiniederschlag mehrmals mit Wasser 
ausgekocht.?) Die bleifreie, fast farblose Fliissigkeit wird nun 
auf ca, 830—40cem fiir je 100 ¢ urspriinglich verwendeten 
Organbreies eingedampft, ammoniakalisch gemacht’) und mit 
wenigen Kubikcentimetern der oben erwiihnten ammoniakalischen 
Siberlosung ausgefiillt. Der auf diese Weise erhaltene Korrektur- 
niederschlag wird hierauf genau so wie die Hauptfiillung 
weiter verarbeitet und der N-Bestimmung unterzoven. 


Nochmalige summarische Beschreibung der Methode 


des horrigierten Wertes. 


Da im vorhergehenden der Gang der Darstellung hiiufig 
durch Mitteilung von Beispiclen unterbrochen wurde, diirfte 
es aus praktischen Griinden angezeigt sein, die Beschreibung 
des Verfahrens in Schlagworten zu wiederholen. 

1. Herstellung des Organauszuges: ZwOlfstiin- 
diges Zerkochen des Organbreies mit der zehnfachen 
Menge Schwefelsiure von 0.5—1.0 Volumprozent, Abtiltrieren 
und dreimaliges Auskochen des ungelOsten Riiekstandes. 

2. Vorbereitung des Organauszuges fiir die Haupt- 
fillung: Starkes Ubersiittigen des mit den Waschwiissern 
vereinigten Filtrates mit gepulvertem festen Baryt, Abfiltrieren 
des Barytniederschlages und Auswaschen des letzteren mit 
Wasser yon 60° C.: Einleiten von CO, in die stark alkalische 
Fliissigkeit bis zum Eintritt neutraler oder schwach saurer 

1) Heiffes Wasser list den Bleiniederschlag teilweise wieder auf. 

2) Burian und Schur haben empfohlen, das Blet aus dem Filtrate 
nicht mit H.S, sondern mit Schwefelsiure zu entfernen. Dieser Vor- 
schlag beruhte auf der Beobachtung, dafs durch den Schwefelbleimeder- 
schlag Purinstoffe mitgerissen werden kénnen. Da jedoch die Entbleiung 
mittels Schwefelsiure recht mihsam ist, und sich herausstellte, dah 
bei sehr griindlichem Auskochen des Schwefelbleimiederschlages 
keine Verluste an Purinstoffen eintreten. sind wir wieder zum H,S zuriick- 
cekehrt. 

3) Der Ammoniakzusatz darf keinen Niederschlag hervorruten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVI. 
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Reaktion, Abfiltrieren des BaCO,-Niederschlages und Nach- 
waschen desselben mit heibem Wasser. 

Kinengen des mit Essigsiiure krifttig angesiuerten 
Filtrates vom BaCO.-Niederschlage bis auf 100 ccm fiir je 
100 ¢ Organbrei; dann Alkalischmachen durch einige Kubik- 
centimeter eines Gemisches gleicher Volumina 33 ° oiger Natron- 
lauge und halbeesittigter Sodal6sung. 

Abtiltrieren des neuerlichen BaCQO.-Niederschlages tiber 
kleinem Filter, Nachwaschen mit Wasser von 60°, Ansiiuern 
des Filtrats mit wenig starker Salzsiiure und Ubersiittigen 
mit Ammoniak. 

3. Herstellung der Hauptfillung: Vollstiindige Aus- 
fillung der nicht allzusehr verdtinnten Losung (200 ccm 
fiir je 100 Organbret) mit 50—50 cem Ludwigscher ammoni- 
akalischer Chlorsitberl6sung: N-Bestimmung in dem einmal 
mit sehr verdiinntem Ammoniak, dann mehrmals mit heifem 
Wasser gewaschenen Silberniederschlage unter Beobachtung 
der Arnsteinschen Vorsichtsmabregel, 

4. Herstellung der Worrekturfiillung: Entsilberung 
des mit bssigsiiture angesduerten Filtrates von der Hauptfillung 
mittels Abdampfen der Flissigkeit samt Niederschlag 
auf 100 eem fir je 100 ¢ Organbrei, <Abfiltrieren des 
Schwefelsilbers, Nachwaschen desselben mit heibem Wasser. 
nochmalives Aufkochen des Filtrates. 

Zusatz von basisechem Bleiacetat zu der Fliissigkeit, 
deren Volumen nicht mehr als 200 cem pro 100 ¢ Organ- 
betriigt, bis zum Eintritt alkalischer KReaktion und bis 
zur vollstiindigen Ausfiillung des Bleiniederschlages. Abfiltrieren 
des letzteren und griindliches Nachwaschen mit kaltem Wasser. 

Entfernung des Bleies aus dem Filtrate durch H,S, mehr- 
malives Auskochen des Schwefelbleiniederschlages; Einengen 
der bleifreien Fliissigkeit auf 30—40 cem fiir je 100 g Organbrei. 

Zusatz von Ammoniak und einigen Kubikcentimetern 
ammonliakalischer Silberldsung und N-Bestimmung in dem 
Siberniederschlag wie sub 3. 

[In dieser Ausfiihrung, die in den Arbeiten von Burian 
und Schur stets eingehalten wurde, steilt die Methode des 
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-korrigierten Wertes», wie ersichtlich, eine Geduldprobe dar. 
Allein sie gewiihrt dann den Vorteil, dal die gefiihrlichsten 
Fehlerquellen, wie allzuhoher Albumosengehalt und allzuweit- 
gehende Verdiinnung der mit Silber zu fiillenden Fliissigkeit, 
linger wihrendes Erhitzen der Purinstoffe alkalischer 
Losung ete., moglichst vermieden werden. Was speziell den 
erstgenannten Punkt, die Gegenwart der Albumosen, anlangt, so 
liebe sich das Verfahren natiirlich sehr erheblich abkiirzen, wenn 
es anginge, die Albumosen von vornherein zu_ beseitigen. 
Leider haben jedoch alle fiir diesen Zweck benutzten Mittel 
(Bleiacetat |Kossel!)|, Alkohol [Salkowski,?) Salomon,?) 
Bockendahl und Landwehr');, Ammonsulfat [His und 
Hagen,®) Walker Hall®\|, Ammonsulfat und Eisenammon- 
alaun [His und Zinksulfat His und Hagen,’) 
Walker Hall®)|, Trichloressigsiure |His und Hagen?")|, Gerb- 
siure und Alménsche Lésung Walker Hall")|) hinsichthieh 
der Resultate der nachfolgenden Purinkdrperbestimmung keine 
sehr befmedigenden Ergebnisse geliefert. Es schien uns daher 
wohl der Miihe wert, zu untersuchen, wie es mit der Voll- 
stiindigkeit und Reinheit der mittels der Methode des «korri- 
gierten Wertes» erhaltenen Purinkorperfiillungen steht. Die 
nachfolgenden Kapitel geben hiertiber Aufschiub. 


II. Zusammensetzung der mittels der Methode des korrigierten 
Wertes erhaltenen Hauptfallungen. 


Die Frage, ob die Purinbasensilberniederschliige, die nach 
dem oben beschriebenen Verfahren hergestellt sind, merkliche 


1) Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. V, 3S. 267. 

2; Salkowski, Virchows Archiv. Bd. 81, S. 166, 1880. 

3) Salomon, Diese Zeitschrift, Bd. I, 5. 65. 

‘) Bockendahl und Landwehr, Virchows Archiv, Bd. 84.8. 501, 
5) His und Hagen, Diese Zeitschrift, Bd. XXX. 5. 367. 1900. 

6 Walker Hall, The purinbodies of foodstuffs, p. 17. 

‘) His und Hagen, |. 

5; His und Hagen, 1. 

9) Walker Hall, |. c. p. 18. 
10) His und Hagen, |. 

11) Walker Hall, 1. 
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Mengen von Verunreinigungen eimschlieben, haben wir nur 
fiir die Haupttillungen untersucht. Denn einerseits stellen 
die letzteren bei richtigem Vorgehen die weitaus grObere 
Komponente der Niederschlagssumme dar, und andererseiis ist 
bei den Korrekturtiillungen die Gefahr der Verunreinigung 


nur gering. 
AIbumosengehalt der Hauptfallungen. 


His und Hagen!) geben an, dab die aus Gemischen von 
Wittepepton- und Guaninlosung erhaltenen Silberniederschliige 
mit Albumosen verunreinigt seien und erst durch ein- bis 
zweimaliges Umfiillen von den Biuretreaktion liefernden bei- 
mengungen befreit werden kénnen. Selbst wenn der Albumosen- 
gehalt der Wittepepton-Guaninmischung dureh Fillung mit 
Trichloressigsiiure oder Ammonsulfat sehr erheblich herab- 
gesetzt werde, nehme der Silberniederschlag noch Albumosen 
in sich aut. 

Mit Riicksicht auf diese Beobachtungen, die von His?) 
vorliufig mitgeteilt worden waren, bemerkten Burian und 
Schur in threr ersten den Purinstoffwechsel betreffenden Unter- 
suchung beziiglich der Methode des korrigierten Wertes, dieselbe 

vebe nach His unter Umstiinden zu hohe Resultate, weil in 

die Hauptfiillung Albumosen eingehen konnen».?)) Burian und 
Schur iiberzeugten sich jedoeh bald, dah die Silbernieder- 
schiive bet Befolgune der oben gegebenen Vorschriften keine 
Beimengungen enthalten, welche Biuretreaktion liefern: sie 
sprachen deshalb in ihrer zweiten Untersuchung den Satz aus, 
«dab bei genauem und strengem Einhalten des Verfahrens 
keine Albumosen in die Purinkorperfillungen eingehen>.*) 

Vatsiichlich libt sich die Richtigkeit dieser letzteren An- 
gabe sehr leicht bestitigen. Wir haben zahlreiche von den 
verschicdensten Organen stammende Hauptfiillungen der 


c. 8S, 363, 367, 371. 

2) Verhandl. d. XVII. Kongr. f. inn. Mediz., S. 324. 1899. 
Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 80, 5. 306. 1900. 

ty Arch. f. d. ges. Physiol, Bd. 87, 3. 242. 1901. 
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Siedehitze mit Schwefelwasserstoff, Natriumsulfid oder Salz- 
siiure zerlegt und die resultierenden purinbasenreichen Losungen 
(eventuell nach Beseitigung des H,S) unter Anwendung aller 
Kautelen auf Biuretreaktion untersucht. Fast niemals kam 
eine soleche zur Beobachtung, vorausgesetzt, dab die Vor- 
bereitung des Organauszuges fiir die Silberfiillung korrekt 
durchgefiihrt worden war. Nur wenn so grobe Niederschlags- 
mengen verarbeitet wurden, da ein hinreichendes Auswaschen 
sehr schwierig war, gab die durch Zerlegung der Niedershlige 
erhaltene Fliissigkeit mitunter erkennbare Biuretreaktion, Doch 
war die Intensitiit derselben auch in diesen Fiillen sehr gering. 

Als Beispiel hierfiir sei 

Versuch IX (Hall, Frithjahr 1901) angefiihrt. 620 ¢ Kalbs- 
thymus, mit 6 Litern Schwefelsiure von 0,5 Volumprozent zersetzt und 
entsprechend weiter verarbeitet, lieferten eine sehr miichtige Hauptfillung. 
Fine Probe der letzteren wurde nach einmaligem oberflaichlichen 
Waschen (mit sehr schwachem Ammoniak) durch einige Kubikeentimeter 
siedender verdiinnter Salzsiure zerlegt; die so erhaltene Lésung zeigte 
lebhafte Biuretreaktion, gab bei Siattigung mit Ammonsulfat einen Nieder- 
schlag und leferte (nach vorausgehender Neutralisation) mit Kochsalz 
und Essigsiure, sowie mit Essigsiure und Ferrocvankalium dichte, in 
der Warme schwindende Tribungen. Wihrend der Silberniederschlag 
somit vor dem griindlichen Auswaschen zweifellos nicht unbetriichtliche 
Albumosenmengen einschlof, gab er, nachdem er unter kriiftigem Auf- 
wirbeln mit heifiem Wasser gewaschen worden war, bei der Zer- 
legung mit Salzsiure eine Liésung, die nur spurenweise Biuret- 
reaktion zeigte. 1,1 g des vollstaéndig getrockneten Niederschlages — 
ein Quantum, das der Elementaranalyse des Niederschlages (Vers. XVIII, 
~. 373) zufolge 0,1925 g N enthielt — wurde mit siedender verdiinnter 
Salzsiure zerlegt und die filtrierte und neutralisierte Losung auf 100 cem 
aufgefiillt. Diese Flissigkeit gab eine Biuretreaktion, die ganz unver- 
gleichlich schwacher war, als die einer 0,25° vigen Wittepeptonlisung. 
Selbst nach Verdiinnung auf das zehnfache Volumen zeigte die nun- 
mehr 0,025°/oige Albumosenlésung noch etwas intensivere Biuretreaktion 
als die aus der Silberfallung gewonnene Filiissigkeit.2) Die angewandte 


1) Vergl. Bruhns, Diese Zeitschr., Bd. XIV, S. 551. 1890. 

2) Es braucht wohl kaum hervorgehoben zu werden, dafs bei der 
Ausfiuhrung der Biuretreaktion in der Zerlegungsfliissigkeit und in der 
Albumosenlésung genau die gleichen Bedingungen (bezgl. Alkalikonzen- 
‘ration und Kupfersulfatzusatz) hergestellt wurden. 
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Niederschlagsmenge kann somit hochstens 0,004 ¢ Albumosen-N (= 
des gesamten N) enthalten haben. 

In der groftten Mehrzabl der Fille war indessen, wie erwihnt. 
die Gegenwart biuretgebender Stoffe in der Purinkérperfillung tberhaupt 
nicht mit Bestimmtheit nachzuweisen., 

Ofters priften wir die (moéglichst stark konzentrierten) 
Zerlegungstliissigkeiten auch durch Séttigen mit Ammonsulfat 
oder Zinksulfat bei schwefelsaurer Reaktion auf die Anwe- 
senheit von Albumosen: in den untersuchten Fillen war = der 
Erfolg stets ein negativer. 

Durfte es nun aber auch als sicher gelten, dab Albu- 
mosen in sorgfillig gewaschenen Hauptfiillungen nicht oder 
fast nicht vorhanden sind, so war hierdureh doch die Rein- 
heit der letzteren keineswegs auber Zweifel gestellt. Nur die 
Elementaranalyse konnte uns dariiber aufkliiren, ob die 
Silberniederschliige nennenswerte Mengen fremder Beimengungen 
enthalten oder nicht. 


Llementaranalysen von Hauptfallungen. 


In den Organextrakten ist niemals ein einziger Purin- 
stolf, sondern stets ein Gemenge verschiedener Xanthin- 
basen zugegen. Man darf deshalb von vornherein nicht. er- 
warten, dab die Elementaranalysen der Silberniederschliige 
genau die fiir die Silberverbindung einer bestimmten Basis be- 
rechneten Werte liefern. Die Untersuchung mufi vielmehr 
in erster Linie darauf gerichtet sein, das Verhiiltnis C:N 
in den Silberniederschliigen festzustellen. Dies Ver- 
hiiltnis ist ftir die nicht) substituierten Oxypurine (Xanthin 
und THypoxanthin, €,:N,) = 16:14, fiir die nicht  substi- 
tuierten’ Mono-Aminopurine (Guanin und Adenin, 
— 12:14. Wegen des hohen N-Gehaltes des Purinkernes 
sind diese Zahlen sehr charakteristisch. Beim Kreatin und 
_2N,) betragt das Verhiltnis C : N = 16: 14, bei der 
N-reichsten EKiweibbase, dem Arginin (C,:N,), = 1&8: 14, beim 
Uracil (C, : N,) == 24: 14. Bestiénde der N einer Haupt- 
fiillung zu 20° 0 aus Albumosen-N, so wiirde sich, je nachdem, 
ob die iibrigen 80 des N Oxy- oder Aminopurinen an- 
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gehoren, das Verhaltmis erhohen aut ea. 21: 14 resp. 
18,6: 14. 

Da nun, vom Carnin des Muskels abgesehen, Nanthin- 
stoffe mit einem hoheren C-Gehalte, als thn die genannten 
vier eigentlichen Nucleinbasen besitzen, in Organausziigen 
bisher nicht mit Sicherheit nachgewlesen worden sind und 
jedentalls nur in diuberst kleinen Mengen vorhanden sein konnten, 
so darf man erwarten, in den Hauptfillungen, wofern dieselben ge- 
niigend rein sind, fiir das Verhiiltnis entweder oder 
oder aber einen zwischen diesen beiden Werten legenden 
3ruch zu finden. Beim Carnin (C,:N,) betrigt das Ver- 
hiltnis (:N allerdings 21: 14. 

Zur Elementaranalyse wurden die Hauptfiaillungen heifem 
Alkohol und Ather gewaschen, ') im Vacuumexsiccator iiber Schwefelsiiure 
vetrocknet, in der Achatschale zum feinen Pulver verricben und aber- 
mals im Exsiccator bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Das Trocknen wurde deshalb bei gewOhnlicher Temperatur 
vorgenommen, um vom Xanthin, Hypoxanthin und Guanin= sicher blof 
die Silberoxydverbindungen vom Typus X. Ag,O zu erhalten. So sehr 
sich auch das beim Erhitzen von Hypoxanthinsilberoxyd auf 120° ent- 
stehende wasseriirmere Derivat (C,H,Ag,N,O),-H,O0*%) zur Analyse eignen 
mag, so ist doch nicht bekannt, wie sich die Silberoxyvdverbindungen 
der anderen Basen bei der gleichen Behandlung verhalten. Um also mit 
Sicherheit von den verschiedenen Purinbasen, soweit dies méglich ist, 
Silberverbindungen von gleichartiger Zusaminensetzung zu gewinnen,*) 
schien es uns zweckmiifiger, auf das Trocknen bei héherer Temperatur 
zu verzichten. 

Unsere Priparate enthielten ausnahmslos einige Prozente Chlor- 
silber, das zugleich mit dem Silber bestimmt werden mufite. Zu diesem 
Zwecke wurde die Substanz entweder mit wenig siedender Salpetersiiure 

1) Diese zur Beschleunigung des Trocknens angewandten Wasch- 
mittel lassen die Hauptfallungen unverdndert. Beim Verdampfen des 
Alkohols und des Athers hinterbleibt kein Riickstand. 

Strecker, Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. 108, 3. 136 und 
Bruhns, Diese Zeitschr., Bd. XIV, S. 544. 1890. 

3) Bei Gegenwart von Adenin lift sich dies Ziel nicht vollkommen 
erreichen, weil bei Fillung von Adeninlésungen mit ammoniakalischem 
“ilber neben dem Adeninsilberoxyd CjH,N,- Ag,O bekanntlich stets auch 
Adeninsilber C,H,AgN, sich bildet. (Kossel, Diese Zeitschr., Bd. XH, 


S. 241, 1888 und Bruhns, |. ¢. 547.) 
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(D —= 1,2. gelést, das zuriickbleibende AgCl (nach Verdiinnung der Fliissig- 
keit auf das vierfache Volumen) inder Siedehitze abfiltriert und zur Wiigung 
gebracht, und der Ag-Gehalt des Filtrates nach Volhard ermittelt; ode: 
aber —- und dies geschah in der Mehrzahl der Fille — die Substanz 
wurde vorsichtig verascht. die aus Ag und AgCl bestehende Asche 
gewogen, dann das Ag durch Behandlung mit HNO, und HCI in Ag] 
Ubergefiihrt und aus der Gewichtszunahme der Gehalt der Asche an den 
beiden Komponenten berechnet. 


Nach diesen Vorbemerkungen seien die bei diversen 
Hauptfillungen erhaltenen Ergebnisse mitgeteilt. 

A. Pankreas. Ganz eindeutig sind die Resultate, welche 
die aus Pankreasausziigen stammenden Niederschliige liefern. 
Hier bestehen die Hauptfiillungen, wenn sie genau nach den 
oben gegebenen Vorschriften hergestellt sind, bei rascher 
Arbeit zweifellos aus den reinen Silberverbindungen der 
Aminopurine, und zwar ganz vorwiegend aus Guanin- 
silberoxyd: die minder reichlich vorhandenen iibrigen Nu- 
cleinbasen bleiben offenbar fast vollstiindig fiir die Korrektur- 
fiillung zuriick. Wird die Vorbereitung des Extraktes ohne 
Zusatz eines Antisepticums sehr langsam durchgefiihrt, so 
konnen wahrscheinlich infolge von unmerklicher 
— die Aminopurine in Oxypurine (spez. das Guanin in Xan- 
thin) tibergehen. 

Versuch X. (Hall, Frithjahr 1901.) Aus 1570 g Hammelpankreas 
wurde méglichst schnell die Hauptfiillung hergestellt. Eine Probe der- 
selben wurde vor dem Auswaschen mit Salzséure und H,S zerlegt; die 
Fliissigkeit gab intensive Biuretreaktion. Eine andere ziemlich grofe 
Probe wurde nach vollendetem Auswaschen durch H,S (bei Gegenwart 
von Salzsiiure) zersetzt; die vom H,S befreite eingeengte Liésung zeigte 
kaum spurenweise angedeutete Biuretreaktion und gab mit Ammoniak 
dichten charakteristischen Guaninniederschlag, der Trockenriickstand 
der Lisung lieferte keine «Weidelsche» Reaktion. 

Analysen: 0.1759 g Substanz enthalten 0,0242 g AgCl und 
O,O864 Ag. — O1388 Substanz (= 0.1197 g AgCl-freie Substanz): 
19,80 com N (18°, 754 mm.) 


1) Die Reaktion wurde in der von E. Fischer (Ber. d. d. chem. 
Ges. Bd. 30, S. 2236 Anm.) angegebenen Weise ausgefiihrt. Um Ver- 
wechselungen mit anderen Xanthinkérperreaktionen vorzubeugen, soll 
im nachfolgenden die Bezeichnung «Weidelsche Reaktion» beibehalten 
werden. 


| 
| 
EUS 
‘ee 
Sie 


Die Bestimmung der Purinstoffe in tierischen Organen etc, 367 


Berechnet fiir 
Gefunden 


fiir Guanin- Adenin- Xanthin- Hy po- Adenin- 
silberoxyd silberoxyd silberoxyd X@nthin- silber 
AgCl-freie Substanz silberoxyd 
N 18,94 18,27 19.07 14.58 15,21 28,92 
Ag 56,95 56,40 56,25 D8.69 44.62 


i | 

Die Zahlen stimmen am besten auf Guaninsilberoxyd, dem 
etwas Adeninsilberoxyd beigemengt ist. 

Versuch XL. (Burian, Sommer 1901.) Rasch dargestellte Haupt- 
fillung aus 1390 ¢ Rinderpankreas. Wird zwecks mdglichst  voll- 
stindiger Beseitigung des beigemischten AgCl sechsmal mit mifig ver- 
dinntem Ammoniak, dann erst mit heifem Wasser gewaschen. Eine 
Probe des ausgewaschenen Niederschlages, bei Gegenwart von Salzsiiure 
mit HS in Siedehitze zerlegt, gibt eine Liésung, die keine Spur einer 
Biuretreaktion, dagegen mit Ammoniak reichliche Guaninfallung liefert 
und deren Riickstand keme Weidelsche Reaktion zeigt. 

Analysen: 0,2282 g Substanz enthalten 0,0071 g AgC] und 0,1098 g 
Av, — 0,3098 g Substanz (= 0,2998 g AgCl-freie Substanz) : 0.2114 g CO 


3? 
¢ — O1975 g Substanz (—0,1911 AgCl-freie Substanz): 
N (23% 4°, 752,6 mm). — 0,2316 g Substanz (= 0,2241 g AgCl- 


freie Substanz) : 0,0508 g N (Kjeldahl). 


Berechnet fiir 


Gefunden fiir 


Guanin- | Unverindertes 
AcCl-freie Substanz silberoxyd, | Guanin- Adeninsilber 
gCl-freie Substanz das 7,52"/)AgO | silberoxyd CH 
verloren hat | Ag20 
9/, | 0 0 | 
C 19,23 19,00 15,66 16.62 24.79 
H 1.56 1,58 1,30 1.36 1.66 
N 22.51—22,67 22,17 18,27 19,07 28,92 
49,46 4940 56,40 58.86 44.63 
Q 7,16 7,89 8.57 4.09 
| | 
C:N 11,91:14 | 12:14 


Der fiir das Verhiltnis C: N gefundene Wert lehrt, dafi wir es hier 
zweifellos mit einem Niederschlage zu tun haben, der nur Aminopurine 
enthalt. Durch die Ammoniakbehandlung war es gelungen, den AgCl- 


= 
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Gehalt des Produktes zu verringern, nicht aber ihn véllig auf Null herab- 
zudriicken: derselbe betrug un vorliegenden Falle 3,11 °o von dem Gewichte 
der Substanz. wiihrend er sich in Versuch X auf 13,75 °o belaufen hatte. 
(ileichzeitig scheint aber dem Niederschlage durch das 
hiiufige Waschen mit ziemlich starkem Ammoniak auch Silber- 
oxyd entzogen worden zu sein, Wenigstens stimmen die gefundenen 
Zahlen am besten auf Guaninsilberoxyvd, das 7'2°%o Ag ,O verloren hat, 
oder, was dasselbe ist. auf ein Gemenge von 87,6 °o Guaninsilberoxyd 
und 12.4°o Guanin. diese Auffassung die richtige ist, d. h., 
durch starkes Ammoniak aus einem Guaninsilberoxydniederschlage wirklich 
Silberoxvd ausgewaschen werden kann, das ergibt sich aus 

Versuch (Burian, Frithjahr 1902.) 01159 Guanin' 
werden in 100 cem N-freier Natronlauge gelést. 20 cem der Losung 
enthalten OQOLO7L ¢@ N (Kjeldahl) = 6.0231 ¢ Guanin; aus der ange- 
wandten Guaninmenge berechnen sich fiir 20 cem der Lésung 0.02318 © 
Guanin. Das benutzte Guanin darf demnach = als vollstindig rein 
gelten. 

7) cem der alkalischen Guaninlésung — mit 0.0869 Guanin 
werden nun mit Salpetersiiure neutralisiert und hierauf mit Ammoniak 
und ammoniakalischer Silbernitratlésung versetzt. Der Niederschlag wird 
ber einen Gooch-Tievel abeesaugt. sechsmal mit siedendem Wasser 
und dann mehrmals mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vacuun- 
exsiceator zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Gefunden: Berechnet 
Gewicht aus der angewandten Guaninmenge 
des Niederschlages : 0.2204 0.2204 ¢ 


(= 0.0869 ¢ Guanin + 0,1335 ¢ Ag 0 

Diesen Daten zufolge besteht der Niederschlag zweifellos aus dem 
unverminderten und unveriinderten Guaninstlberoxyd; das letztere wird 
somit durch heifes Wasser weder merklich gelést noch zer- 
setzt. Nunmehr wird der Niederschlag im Gooch-Tiegel sechsmal m:! 
starkem Amimontak gewaschen. Das Priparat verindert hierbet sein 
Aussehen, indem die kompakten grauen Bréckel der Silberverbindung an 
der Oberthiche weiflich und locker werden; im ammoniakalischen 
wasser Tift sich durch Salpetersiiure und Salzsiure die Gegenwart von 
Silber nachweisen. 

Der Niederschlag wiegt jetzt (nach neuerlicher Trocknung) nur 
mehr O.0L6 ¢: dureh die Ammoniakbehandlung ist also ein Gewicli's- 
verlust von ¢ bewirkt worden. Handelt es sich hierber um = 
terlweitse Auflésung des unveriinderten Niederschlages in den 
ammonlakalischen Waschwasser, so mufs das letztere O.O106 ¢ und 


1) Bez. der Darstellung und der Eigenschaften des angewandte) 
(iuanins vgl. 885, 
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Filterriickstand O.1137 g Ag enthalten.!)  Beruht der Gewichtsverlust 
dagegen lediglich auf Abgabe von Ag, O, so das Filtrat 00175 
und der Niederschlag 0.1068 g Ag in sich schliefen.2) Tatsiéichlich hetert 
das ammoniakalische Waschwasser 0.0226 Ag@] == O.OL70 Ag, wiihrend 
beim Gliihen des Niederschlages im Gooch-Tiegel O.L071 ¢ Ag erhalten 
werden. Also: 

Gefunden: Berechnet 


unter der Voraussetzung einer 


bloben Abgabe AutlOsung von 
von AgeO: Guaninsilberoxyd : 
Ac im Filtrate. . . . g O,0L06 
im MNiederschlage . » » » 
Summe.. O1241 ¢ 0,1243 ¢ O1243 g 


Diese Zahlen zeigen in ganz unzweideutiger Weise, daf’ Guanin- 
silberoxyd beim intensiven Waschen mit Ammoniak zum Teil 
zerlegt wird, wobei das Ag,O in das Filtrat tibertritt, wahrend das 
Guanin auf dem Filter zuriickbleibt. Infolge dieses partiellen Silber- 
verlustes enthielf der tmt Ammoniak behandelte Niedersehlag im = vor- 
liegenden Falle 53,10° 03) statt 56.40% Ag, doh. er bestand aus o 
Guaninsilberoxyd und 5.85° 6 Guanin. Die Wirkung des Ammoniaks ist 
lier eine etwas geringere, als in dem vorhergehenden Versuche, offenbar 
deshalb, weil nicht. wie in dem letzteren, die lockeren Flocken des 
frischen, sondern die kompakten Bréckel des getrockneten Niederschlages 
der NH,-Einwirkung ausgesetzt wurden. 

Die Tatsache. Guaninsilberoxyd durch Ammoniak zersetz! 
werden kann, ist fiir die quantitative Bestimmung der Purinbasen von 
Interesse. Wiihrend niimhch das aus seiner Silberverbindung durch 
Mi, freigemachte Guanin so gut wie vollig ungelést und somit fiir die 
\-bestimmung erhalten bleibt, miissen die in Ammoniak leichter 
lOslichen Basen bei einer etwaigen analogen Zerlegung ihrer Silber- 
verbindungen zugleich mit dem selbst in Lésung gehen. Der 
schhefliche Effekt also hier der geleiche sein, wie bei eimer ein- 
fachen partiellen Aufljsung der unzersetzten Silberverbindungen, In 
der Tat wird, wie der nachfolgende Versuch lehrt. Hy poxanthinsilber- 


1) Ins Waschwasser iibergegangen: O.OL88 g Guaninsilberoxyd, ent- 
sprechend 0.0106 ¢ Ag. Vilterriickstand: 0.2016 ¢ Guaninsilberoxvd, 
mntsprechend O1137 ¢ Ag. 

2) Ins Waschwasser iibergegangen: 0.0188 Ag O. entsprechend 
g Ag: in dem Filterriickstand zuriickgeblieben: 0.1335 (urspriing- 
icher Ag,O-Gehalt des Niederschlages) minus 0.0188 = ¢ Ag,O, 
entsprechend O,1068 ¢ Ag. 


*) 0.2016 ¢ Substanz: O1071 Ay 


i 
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oxyd durch starkes NH, zu einem kleinen Teile gelést, ohne dafi eine 
Zerlegung des Niederschlages nachweisbar wiirde.! 

Versuch XIII. (Burian, Sommer 1902.) 0.3130 ¢ Hyp oxanthin?®) 
werden in etwas Ammoniak gelést und mit ammoniakalischer Silber- 
nitratljsung ausgefillt. Der Niederschlag wird iiber einem Goocb-Tiegel 
abgesaugt, mehrmals mit heifem Wasser und dann mit Alkohol und 
Ather gewaschen und im Exsiceator zum konstanten Gewichte getrocknet. 

Gefunden: serechnet: 

Gewicht des Niederschlages: 0.8426 OS469 

Zur Kontrolle werden 0.0500 ¢ der trockenen Substanz verascht. 
Sie liefern 0.0293 g = 58,60°, Ag; C,H,N,O. Ag,O verlangt 58,69°/o Ag. 
Aus diesen Zahlen ergibt sich, daf durch die Behandlung mit siedendem 
Wasser abermals keine Zersetzung und héchstens eine ganz geringfiizige 
Auflésung des Niederschlages bewirkt worden ist.3) 

Der Rest des Priiparates, im Gewichte von 0,7926 g, wird im 
Gooch-Tiegel zwélfmal mit starkem Ammoniak gewaschen. Nach 
erneutem Trocknen zeigt sich das Gewicht des Niederschlages auf 0,6991 ¢ 
reduziert: Gewichtsverlust 0.0935 g. Ist diese Gewichtsabnahme der 
Ausdruck einer teilweisen Auflésung des Hypoxanthinsilber- 
oxyds, so muf das Waschwasser 0,0549 g und der Filterriickstand 
04103 ¢ Ag enthalten.4) Hat der Gewichtsverlust dagegen eine blofe 
Abgabe von Ag,O zur Ursache, so muf$ der Ag-Gehalt des Filtrates 
0.0870 g, jener des Niederschlages 0,3782 g betragen.®) In Wirklichkei! 
ergibt nun das ammoniakalische Waschwasser 0.0718 g AgCl = 0,0540 g Ag, 
wiihrend der Niederschlag beim Glithen im Gooch tiegel 0,4045 Ag hinter- 
lift. Also: Gefunden: Berechnet 

unter der Voraussetzung einer 


bloBen Abgabe Auflésung von Hypo- 


von AgsO: xanthinsilberoxyd 
Ag wm Pilivat . .. . 0.0040 0.0870 0,0549 g 
Ag im Niederschlag . » 0.3782 » 0.4103 » 
Summe. . ¢ 0.4682 ¢g 0,4602 g 


1, Vel. auch Bruhns, Diese Zeitschr., Bd. XIV, 5S. 545, sich 
die Angabe findet, daf Hypoxanthinsilber in konzentriertem Ammoniak 
nicht unléslich, sondern nur schwerldslich sei. 

2) Beziiglich des angewandten Hypoxanthins siehe die Angaben 
auf 5S. 386. 

3) Vel. auch Bruhns, 1. ¢. 8. 545, wo das Hypoxanthinsilberoxyc 
als «in heifem Wasser so gut wie unlislich» bezeichnet wird. 

4) Ins Waschwasser iibergegangen 0,0935 ¢ Hypoxanthinsilberoxyd. 
entsprechend 0,0549 g Ag; Filterriickstand 0,6991 g Hypoxanthinsilber- 
oxyd, entsprechend 0.4103 Ag. 

5, Ins Waschwasser iibergegangen 0,0935 g Ag,O, entsprechend 
0.0870 g Ag; im Filterriickstand 0,4996 'g (anfinglicher Ag,O-Gehali 


minus 0.0935 g = 0.4061 Ag,O, entsprechend 0,3782 g Ag. 
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Durch starkes Ammomak wird Hypoxanthinsilberoxyd somit — 
ohne nachweisbare Spaltung in seine Komponenten — teilweise auf- 
velost. Trotzdem diirfte der Losung auch hier eine Zerlegung der Silber- 
verbindung vorausgehen. Hierfiir spricht die von uns Ofters beobachtete 
Erscheinung, sich Purinkorpersilberniederschlige zwar nicht unter 
den Bedingungen, die bei der Herstellung der Silberfillung bestehen, 
doh. nicht bei Gegenwart von viel unverbrauchtem Silber, 
wohl aber bei Abwesenheit von solchem in einem griferen Uber- 
schuf$ von Ammoniak partiell auflésen. Das Primiire scheint demnach 
ein Zerfall der Silberverbindungen zu sein, der bei Gegenwart eines 
~ilberitberschusses unmerklich wird. Wie dem immer sel, das eine er- 
vibt sich jedenfalls nit Bestimmtheit aus dem vorstehenden Experiment, 
daly ein hiiufigeres Waschen der Purinkérperfillungen mit 
starkem Ammoniak unbedingt zu vermeiden ist.}) 

Wegen des ungiinstigen Einflusses einer eingreifenden Ammoniak- 
behandlung wurde in einem weiteren mit Pankreas ausgefiihrten Ver- 
suche die NH.-Waschung auf ein Minimum reduziert. 

Versuch (Burian, Friihjahr 1902.) Moéglehst rasch  her- 
vestellte Hauptiillung aus 1250 ¢ Schweinepankreas. Der Nieder- 
schlag wurde einmal mit sehr verdiinntem Ammoniak, melhrmals mit 
heifem Wasser gewaschen. 

Analysen: 0.2583 ¢ Substanz enthalten 0.0387 ¢ AgCl und 


O1244¢ Ag. — 0.2327 ¢ Substanz (= 0.1979 ¢ AgCl-ireie Substanz): 
O1160 ¢ 0.0249 ¢ — O,1884 Substanz - 0.1602 ¢ AgCl-freie 


Substanz): 0.0801 ¢ N (Kjeldahl). 

C,H,N,0- Ag,O. Ber. °/o: C 15,66 H130 N 18.27 Ag 5640 O 8,37 
tir Ag(l-freie Substana gef. °o: 16,00 >» L400» 18,79 1665 716 
C:N ber. 12244, gef. 11,92: 14. 

Auch hier handelt es sich uin einen Niederschlag, der aus den 
~iberverbindungen der Aminopurine besteht. Zweifellos liegt im wesent- 
ichen Guaninsilberoxyd vor; eine Beimengung von einigen Prozenten 
Adeninsilberoxyd ist nicht ausgeschlossen., 

Wiihrend also in den Versuchen X, XI, und XIII die aus Pankreas 
nergestellten Hauptfaillungen die Silberoxydderivate der Aminopurine 
sicher in ziemlich grofer Reinheit enthielten, zeigt das nachstehende 
Experiment. dafi bei langsamem Arbeiten an Stelle der Amino- 
purine Oxypurine gefunden werden kénnen., 

Versuch XY. (Burian, Herbst 1900.) 725 ¢ Hammelpankreas 
warden 12 Stunden lang mit Schwefels‘iiure von 0.5 Volumprozent ge- 
socht. Aus iiuferen Ursachen wurde die Zersetzungsfliissigkeit nach dem 
Harvizusatze zwei und nach der CO,-Finleitung drei Tage lang im 

men Laboratorium stehen gelassen. Die Loésung, welche keinen 


1) Vel. oben S. 
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Fiiulnisgeruch wahrnehmen lief. wurde bei Gegenwart von Essigsiiure 
eingeengt, jedoch Inerauf nicht zunachst mit Natronlauge und Salzsiiure. 
sondern direkt mit viel Ammoniak und amrnoniakalischer Silbernitrat- 
losung versetzt. Die hierbet erhaltene Hauptfaillung lick man zehn 
Tage lang im Dunkeln stehen, um zu priifen, ob sie dabei eine Zersetzung 
erfahre: sie blieb weif’ und anscheinend giinzlich unveriindert, 
Nunmehr wurde der Niederschlag abfiltriert und zweimal mit verdiinntem 
Ammoniak, mehrmals mit heifem Wasser gewaschen. Eine nicht zu 
kleine Probe des Priiparates wurde bei Gegenwart von Salzsiiure mil 
Hs zerlegt; die resultierende Fliissigkeit zeigte keine Spur einer Biuret- 
reaktion und gab mit Ammoniak keine Tribune. dagegen lieferte ihr 
Trockenriickstand deutliche Weidelsche Reaktion. 
Analysen: 0.4182 ¢ Substanz enthalten 0.0125 und 


Ag. 425 g Substanz (= 0.6346 g AgCl-freie Substanz) 
03720 ¢ CO,, 0.0764 H,O. — O4806 ¢ Substanz (= 0.4662 ¢ AgCl-frei 


Substanz): 57,5 cem. N (14,5°. 758.2 mm.). 

C.H,N,O,Ag,0. Ber. °o: C 15,62 H 1.04 N 14,58 Ag 56.24 O 12,5! 

(Xanthinsilberoxyd 

Fir Ag(I-freie Substanz CG 15.98 TH 135 N Ag O 11,76 
ber. 15214, 15,483 14. 

Derm fiir das Verhaltnis gefundenen Werte zufolge haben 
wires hier miceht mit einem Amino-, sondern mit einem Oxypurinnieder- 
schlage zu tun. Die Analysenzahlen stimmen auf Xanthinsilberoxyd 
Fiir die Gegenwart von Nanthin im Niedersehlage spricht auch der positive 
Austall der Weidelschen Reaktion. Es hat also ber der ‘ohne Zusatz 
eines Antiseptikums vorgenommenen) lange dauernden Verarbeitung des 
Qrvanauszuges eine Umwandlung des Guanins in Nanthin stattgefunden 
die Ursache derselben ist wohl in emer unmerklichen Fiéiulnis zu suchen, 
die withrend des zwei resp. dreitagigen Stehens des Extraktes nach dem 
Barvizusatz resp. der CO,-Einleitung eingetreten sein diirfte. > 

Muskel und Thymus. Wahrend demnach die 
Ivsen der Pankreashauptfillangen keinen Zweifel daran zi- 
lassen, dal die letzteren vollstiindig aus Purinbasensilberyer- 


bindungen bestehen, besitzen die aus Muskel- und Thy) 


1 Per relativ nmiedrige AgCl-Gehalt des Priiparates erklart sic! 
daraus, in dem vorliegenden Falle der Silberfillung kein Salzsiure- 
zusatz vorausgeschickt und nicht AgCl, sondern AgNO, zur Herstelluny 
der ammoniakalischen Silberldsung verwendet wurde. 

2) Eine derartige Umwandlung von Guanin in Xant) 
muff auch fiir zahlreiche Versuche anderer Autoren a} 
nommen werden. Ein Beispiel Iierfiir lefert der Befund von In 
Diese Zeitschr.. Bd. S. 540. 1804). in Rinderpankreas 0.7: 


Xanthin,. davegen kein Guanin enthalten set! 
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musextrakten hergestellten Haupttfiillungen stets einen 
relativ zu hohen C-Gehalt. Das Verhiiltnis betriigt 
in ihnen ca. 18—25:14 statt 12—1d: 14. 

Versuch XVI. (Hall, Frithjahr 1901.) Hauptfillung aus dem 
schwefelsauren Extrakte von Rindfleisch. Eine ansehnliche Probe 
des Niederschlages liefert, mit H,S zerlegt, eine Losung, die keine Spur 
einer Biuretreaktion gibt. 

Analysen:!) 0.2040 Substanz: O1734 ¢ 0.0426 ¢ H,O. 
0.1965 ¢ Substanz: 0.0280 ¢ N (Kjeldahl. 

Gef. C 23,10 H 232 N 14,23. 

C:N 

Versuch XVIL (Burian, Frihjahr 1902) Hauptfillung aus 600 ¢ 

Rindfleisch. Der Niederschlag ist frei von biuretgebenden Substanzen. 


Analysen: Substanz enthalten ¢ Ag@l und 


0.0594 ¢ Ag, — O,1387 ¢g Substanz (= O,1199 g AgCl-freie Substanz): 
0.1123 g CO,, 0.0305 ¢ H,O. — O1715 Substanz (= AgCl-freie 


Substanz): 24.7 ccm N (13,8°. 768 mm), 
Fiir Agtl-freie Substanz gef.° 0: C 25,54 H 282 N Ag 46.20 O 5.64 
C:N = 18,06: 14. 

Der Rest des Niederschlages wurde verwendet zur Austithrung 
von Versuch 

Versuch XVIII. (Hall, Frithjahr 1901.) Hauptfitlung aus 620 ¢ 
Kalbsthymus. Uber den Gehalt derselben an Biuretreaktion gebenden 
stoffen vgl. Versuch IX, 

Analysen: 0.5360 g Substanz enthalten 0.0273 g AgCl und 0.2160 g 


Ag, 0.0360 ¢ Substanz (= 0.5087 AgCl-freie Substanz): O-fo80 ¢ CO,, 
¢ — g Substanz (=0.13514¢ AgCl-freie Substanz 


N (Kjeldahl. 
Fir Ag(l-freie Substanz gef. C2455 H 298 N 17.50 Ag 4246 O 1251 
C:N 19,6: 14. 
Versuch XIX. (Burian, Sommer 1901.) Hauptfillung aus dem 
schiwefelsauren Extrakte von Kalbsthvinus. Albumosenfret. 
Analysen:2) 04611 g Substanz: 0540+ g 0.0757 ¢ HO. 
(H600 ¢ Substanz: 0.0762 ¢ N (Kjeldahl). 
Gef. °/o: C 20,15 H 1,82 N 11,50. 
Crk = 24: 
Der Rest des Niederschiages diente zur Ausfiihrung von Versuch XNIYV,. 
Ks miissen also in den von Muskel- und Thymusaus- 
igen herstammenden Silberniederschliigen neben den unsubsti- 
tuierten Purinstoffen Verbindungen mit einem verhdéltnismiibie 
iy Die AgCl- und Ag-Bestimmung unterblieb in diesem Falle. 
AgCl- und Ag-Bestimmung unterblieb, 


ty 
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hohen C-Gehalte zugegen sein, und zwar auch in Fiillen, in 
denen eine erheblichere Albumosenbeimengung vOllig ausge- 
schlossen ist. Handelt es sich hier um substituierte und des- 
halb relativ C-reiche Xanthinbasen, oder aber um (N-freie 
oder N-haltige) Substanzen, die gar nicht der Puringruppe 
angehoren? Oder trifft vielleicht beides gleichzeitig zu? 
Aur vorliiufigen Orientierung uber diese Fragen beschlossen 
wir, die ber der Zerlegung von Muskel- und Thymus- 
hauptfillungen resultierenden Flissigkeiten mit Phos- 
phorwolframsiure zu behandeln, um zuniichst er- 
fahren, ob die in Rede stehenden C-reichen Stoffe durch dies 
Reagens geliillt werden, also basischer Natur sind oder nicht. 


Untersuchungen ron Haupt fillungen mittels Phosphorwolframsdure, 


Die Purinbasen werden durch Phosphorwolframsiure bei 
Gegenwart von Schwefelsiiure niceht vollstiindig nieder- 
geschlagen: vielmehr bleiben unter den Bedingungen, die in den 
nachfolgenden Versuchen  eingehalten wurden, stets circa 
3) 2 o Cos angewandten Purinkérper-N im Filtrate. 

Versuch XX. (Burian, Herbst 1901.) a) 10 cem einer mit N-freier 
Natronlauge bereiteten Guaninilésung,!) 0.0363 ¢ N enthaltend, werden 
mit N-freier Schwefelsiiure neutralisiert, verdiinnt, mit 2,5 g N-freier 
konzentrierter H,SO, versetzt und auf 50 cem aufgefiillt. Die Fliissigke:! 
ist also ungefihr normal in bezug auf H,SO, und in he- 
zug auf Guanin. Nunmehr werden 25 cem einer 10°/oigen Phosphor- 
wollframsiiurelOsunge hinzugefiigt; das Reagens ist nicht N-frei, sondern 
enthilt in 25 cem Der durch den Phosphorwolframsiiure- 
zusatz entstandene reichliche Niederschlag wird Iherauf abfiltriert und 
dreimal mit je 30 cem Normal-H,S0,-Lésung nachgewaschen. Das mi! 
dem Waschwasser vereinigte Filtrat ergibt 0,0025 g N, wovon jedoch die in 
der Phosphorwolframsiure von vornherein vorhandenen O,0012 ¢ in 
Abzug zu bringen sind, Somit betriigt der nicht gefiiilte Guanin-N 

- 3.69)) des angewandten Guanin-N, 

bh) 10 eem der niimlichen alkalischen Guaninlésung werden 
HCl neutralisiert, mit NH, iibersittigt und mit ammoniakalischer 
auscefiillt. Der sehr gut gewaschene Niederschlag von Guaninsilber- 
oxyd wird in 100 ecm. Wasser, dem 2,5 g N-freier H,5O, zugese! 
sind, suspendiert und unter lebhaftem Sieden durch H,S zerlegt. lie 


vom Schwefelsilber quantitativ getrennte Fliissigkeit wird eingeengt 


+ 


1) Beziiglich des angewandten Guanins vgl. 5. 88d. 


| 
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dann auf 50 cem aufygefiillt; demnach bestehen hier die gleichen Kon- 
entrationsverhaltnisse wie in Experiment a. Hierauf werden 25 cem 
einer N-freien 10°. igen Aufldsung von (mit Ather gereinigter) Phosphorwol- 
amsiiure hinzugefiiet. Behandlung des Niederschlages, wie sub a, Das Fil- 
trat enthaltin diesem Falle 0.0019 ¢ N 5.2°> des angewandten Guanin-N, 
cem emer alkalischen Hy mit 0.0261 ¢ N 
werden in der sub b) beschriebenen Weise mit ammoniakalischer Ag- 


Jsung geffillt. Der sorgfiiltig gewaschene Hypoxanthinsilberoxyd- 
niederschlag wird mit 8.9 cem einer starken, aus N-freier Natronlauge 
hergestellten NatriumsulfidlGsung in der Siedehitze zerlegt, das Schwefel- 
siber abtiltriert und griindlich mit heiffem Wasser ausgewaschen. Das 
Filtrat wird mit N-freier Schwefelsiiure neutralisiert, nach Zusatz von 
2 ¢ konzentrierter eingeengt und dann auf 45 cem aufgefiillt. 
Die Fliissigkeit ist sommt wiederum ungefiihr normal in bezug auf H,SO, 
und in Bezug auf Hvypoxanthin. Fiillung mit 25 cem N-freier 10° oiger 
Abtiltrieren und Auswaschen des Nieder- 
schlages wie sub b). Filtrat-N: OOO13 ¢ $9°. des angewandten 
Hypoxanthin-N. 

Ganz idihnliche Ergebnisse werden auch erhalten, wenn an Stelle 
von reindargesteliten Purinsubstanzen Pankreashauptfaillungen zur 
Anwendung gelangen. Dies lehrt 

Versuch XXL (Burian, Herbst 1901.) In den aus Schweine- 
hergestellten Extraktfraktionen Ae und By des Versuches 

541) werden in der gewohnlichen Weise die Hauptfiitlungen 
erzeugt. Die sorgfiiltig gewaschenen Niederschliige werden in je 200 cem 


Wasser, dem 5 ¢ N-freier konzentrierter zugesetzt sind, suspen- 


ert und in der Siedehitze durch Hs zerlegt. Nach Abfiltrieren und 
criindlichem Nachwaschen des Schwefelsilbers werden die L6sungen 
iveengt und dann in Mafkolbechen anf je LOO cem aufgefiillt, so 
ie abermals in bezug auf H,SO, ungefiihr normal sind. Je 20 cem der 
liissigkeiten dienen zur mehrmals wiederholten Anstellung der Biuret- 
raktion, die in beiden Fiillen negativ ausfillt. In weiteren je 10 cem 
d der N-Gehalt der L6sungen bestimmt. Die aus Ae stammende Probe 
¢ die aus Be stammende 0.0075 ¢ N. Deimnach betriigt der 
N-G hialt der ganzen Zerlegungstliissigkeit (resamthauptfallungs- N) 
be Ae 0.068 ¢, bei Bo 0075 ¢g. 
Je 50 cem der beiden Lésungen werden nunmehr mit je 25 cem 

der in Versuch NIX sub a) erwihnten N-haltigen 10° oigen Phosphor- 
ausgefiiilt. die Niederschlige abfiltriert) und dreial 
it je 30 cem Normal-H,SO,-Losung nachgewaschen. Der Filtrat-N be- 


Tragt bei Ag 0,0028 g, bet Be 0.0030 ¢, wovon indessen — der in der Phos- 
rwolframsiure enthaltenen Verunreinigung halber in beiden Fiillen 


1) Beziigheh des angewandten Hypoxanthins vgl. unten 5. 386. 
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abgezogen werden miissen: fir den genuinen N des Phosphor- 
woltramsiiuretiltrates bleiben somit tbrig ber Az ber Be 
Rechnen wir diese N-Mengen auf das Gesamtvolumen der Zerlegungs- 
(liissivkeiten (100 um, so erhalten wir als Totalmenge des unter 
den veschilderten Bedingungen durch Phosphorwolframsaure nicht fill- 
baren N 

ber Ay 0.0082 ¢ N == des Gesamthauptfiiilungs-N, 

bei Be 0.0036 N = >» » 

Bei Zusatz von Phosphorwolframsiiture ca. 100 n- 
Purinbasenlosungen?) in n-H SO, und Nachwaschen der abfiltrier- 
ten Niederschliige mit ungelihr dem gleichen Volum n-H,So, ent- 
vehen also stets etwa 3! der Purinbasen der Fidllung. 

Werden nun die Fliissigkeiten, welche bet der Zerlegung 
von Muskel- oder resultieren, 
unter eben denselben Bedingungen mit Phosphorwolframsiiure 
behandelt, so bleiben gleichfalls nur 5—5!), %o des an- 
gewandten Haupthillungs-N in L6sung: demnach hat 
man den Filtrat-N auch hier ganz oder doch fast ganz auf die 
ungelillten Purinkorperreste zu beziehen. Dagegen ist der 
Gehalt der Filtrate an organischer Substanz resp. an 
viel zu grof, um blob von jenen Resten herriihren zu 
kOnnen: folgich miissen neben den letzteren noch C-haltige. 
aber oder sehr N-arme Verbindungen in den 
Killraten enthalten sein. 

Andere als die eben genannten N-freien oder N-armet 
Verunreinigungen scheinen den Muskel- und) Thymushatupt- 
fillungen nicht anzuhatten. Wenigstens liefern die aus det 
Phosphorwolframniederschligen regenerierten Silberoxyvd- 
verbindungen fiir das Verhiiltnis C:N sehr anniihernd korrekte 
Werte, und zwar auch in Fiillen, in denen der C-Gehalt der 
urspriinglichen Haupttillung im Vergleich zum N um ein 
Bedeutendes zu hoch war. 

Belege fir die vorstehenden Angaben hefern die Protokolle de 
Versuche NNIT—NAY. 


1) sei ausdriicklich hervorgehoben, dah 
losungen keineswegs tibermifig verdiinnt sind. Je nachdem, ob es sich 
um Losungen von Oxy- oder Aminopurinen handelt, enthalten sie 0.000 
oder O.O70 ¢ N in LOO cem. 


j 
j 
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Versuch XXII. (Burian, Winter 1901. In den aus Pferde- 
fleisch hergestellten Extraktfraktionen Ag und Be des Versuches HI (vel. 
S. 342) werden in der gewOhnlichen Weise die Hauptfiillungen erzeugt. 
Die grindlich ausgewaschenen Niederschliige werden je 3000 cem 
Wasser, dem 10 g N-freier konzentrierter H,SO, zugesetzt sind, suspen- 
diert und in der Siedehitze mittels H,S zerlegt. Die vom Schwefelsilber 


getrennten Losungen werden eingeengt und dann in Mafkolbchen auf 


je 200 cem aufgefillt. Da die Biuretprobe bei Ag sehr deutlich posi- 
tiv, bet Be aber vollkommen negativ austallt, so wird nur die von 
stammende Zerlegungstliissigkeit weiter verarbeitet. 20 eem dieser 
letzteren Losung ergeben (nach Kjeldahl) Dementspreehend 
betragt der N-Gehalt der ganzen Zerlegunystliissigkeit (Gesamthaupt- 
fillungs-N) g. 

150 cem der Losung werden nunmelr mit 40 cem eimer N-freien 
oigen Phosphorwolframsiiurelosung ausvefiillt: der Niederschlag 
wird abfiltriert und dreimal mit je 60 cem n-HSO,-Losung nachgewaschen. 

a) Untersuchung des Phosphorwolframsiiurefiltrates. 
(enau ein Drittel des Filtrates dient zur N-Bestimmung:; es letert 
O.0015 Somit enthilt das Gesamtfiltrat 00045 ¢ No Reehnen 
wir dies N-Quantum auf das ganze Volumen der Zerlegungstliissigkert 
um, so erhalten wir als Totalmenge des durch Phosphorwoltramsiure 
uicht fillbaren N-Anteiles 0.0069 ¢ N == 9.2% 0 des 

Genau zwei Drittel des Filtrates werden zur Bestimmung des 
(rehaltes an organischer Substanz verwendet. Die Flussigkeit 
wird zu diesem Behufe mit Barvtwasser von der H,SO, und der Phosphor- 
Wolframsadure und mit CO, vom Barytitberschusse befreit. Nach dieser 
Behandlung ist jedoch noch Baryum als BaCl zugegen. weil bei der 
Zerlegung der Hauptfillung imittels aus dem beizemengten AgCl 
salzsiiure entstanden ist. Es wird deshalb vorsichtig sehr verdimnte 
schwetelsiure zugesetzt, bis weder Baryum, noch HysO, in der Flissig- 
keit nachweisbar ist. Hierauf wird die Loésung auf dem Wasserbade zur 
Trockne eingedampft und der im Wasser geliste Riickstand in ein Wiage- 
elfischen gespiilt und abermals zar Trockne verdampft. Zur moglichst 
vollstiindigen Beseitigung der Salzsiiure wird das Priparat. das eine in 
Wasser sehr leicht lésliche amorphe gelbliche Masse darstellt. 
im Vacuumexsiccator iiber Natronkalk bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Gewicht des Produktes: 0.2114 g.1) Das Gesamittiltrat enthalt demmach 
0.3156 ¢ organische Substanz und (s. oben) nur 0.00%) g N. 

Wihrend also der N-Gehalt des Phosphorwolframsauretiltrates aim 
Verhiltnis zum angewandten Hauptfillungs-N) nicht grOfer ist als in 
den Versuchen mit reinen Purinstoffen, und daher zweifellos auf die 


1) Eine Probe des Priiparates hinterlief beim Verbrennen auf dem 
Platinblech keinen Riickstand. 
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unvefillten Basenspuren bezogen werden muf, beweist der hohe Gehalt 
des Filtrates an organischer Substanz. dafS das letztere neben den un- 
vefiillten Basenspuren noch eine N-freie oder N-arme organische Ver- 
unreinigung enthiilt. 

b) Untersuchung desPhosphorwolframsiurenieder- 
sehlages. Derselbe wird in Natronlauge gel6st und die Losung durch 
Baryvlwasser von der Schwefelsiure und Phosphorwolframsiiure, dann durch 
etwas Na CO, vom Barvtiiberschuft befreit. Hierauf wird die alkalische 
Fliissigkeit mit HEL angesfinert und mit NH, und ammoniakalischer silber- 
losung versetzt. Der hierbei entstandene Niederschlag wird in be- 
kannten Weise gewaschen und zur Analyse vorbereitet. 

Analysen: 0.2136 ¢ Substanz: 0.1515 CO,, 0,0269 ¢ H,O. 
0.2004 ¢ Substanz: 0.0363 ¢ N (Kjeldahl). 

Gef. °o: C 19,35 H 140 N 18,12. 
= 

Der C- und N-Gehalt des Niederschlages ist fiir Hypoxanthin- und 
Xanthinsilberoxvd zu hoch: vielleicht liegt ein silberirmeres Produkt 
vor. Wie dem auch sei. der fiir das Verhiiltnis G:N gefundene Wert 
zeigt jedentfalls, das Priiparat ausschlieMlich unsubstituierte Oxvpurine 


enthéilt. der in’ das Phosphorwolframsiiurefiltrat tbergehenden 
N-armen Beimengung hat sich also in der angewandten Muskelhaupt- 
fiillung keine weitere Verunreinigung nachweisen lassen. 

Versuch Burian Frithjahe 1902.) Zur Ausfiihrung dieses 
Versuches dient die aus Rindfleiseh hergestellte Hauptfillung. deren 
Klementaranalyse im Versuch NVIP mitgeteitt ist. 0.9500 ¢ Silbernieder- 
sehlag mit Novel. die eben zitierte Elementaranalyse) wird mit 
6O cimer starken aus N-frerer Natronlauge bereiteten Natriumsultid- 
in der Siedehitze zerlegt. Die vom Schwefelsilber getrennte 
Fliissigkeit wird mit N-freier Schwefelsiure neutralisiert, nach Zusatz 
von 15 ¢ N-frerer cone. eingeengt, auf 300 cem aufgefiillt und mit 
einer N-freren LO%oigen Phosphorwolframsiiureldsung  cefiillt 
Der reichliche Niederschlag wird abtiltriert und dreimal mit je 100 cem 
n-H,SO, gewaschen. 

a) Untersuchung des Phosphorwolframsiurefiltrates, 
Genau des Filtrates dient zur N-Bestimmung; es enthélt 0.0015 ¢ N. 
somit betraet der N-Gehalt des Gesamtfiltrates 

OO10S N — 5.590 des angewandten Hauptfallungs-N. 

Die tibrigen des Filtrates werden durch Barytwasser von der 
Schwefelsiiure und der Phosphorwolframsiure, dann durch CO, youn 
Barvtiiberschuf? befreit. Die alkalisehe Lésung!) wird Ierauf unter 

1, Weeen der Anwendung von Natriumsulfid zur Herstellung cde 
reagiert dic letztere nach Beseitigung der H,s), 


1] 


und der Phosphorwolframsiiure (sowie des Barytiiberschusses) natiirlic! 


alkaliseh. 


| 
pie 
Pig. 
g 


Die Bestimmung der Purinstoffe in tierischen Organen ete. 3874 


dauerndem Kochen mit sehr verdiinnter Schwefelsiure aufs genaueste 
neutralisiert und danach zur Trockene eingedampft. Der hauptsiechlich 
aus Na,SO, neben etwas NaCl bestehende Riickstand, der durch eine in 
Wasser sehr leicht l6sliche Substanz gelblich gefiirbt ist. wird in’ ein 
breites schiffchen tibergefiihrt und zur Gewichtskonstanz getrocknet. Er 
liefert bei vorsichtiger Verbrennung im Sauerstofistrom (mit vorgelegtem 
Bleichromat) 0.1276 g¢ CO, = 0.03¢8 ¢ C. Demnach enthalt das ganze 
Phosphorwolframsiuretiltrat 0.0406 ¢ 

Wie wir sehen, entspricht der Filtrat-N abermals den ungefiillten 
Basenresten, wiihrend der C-Gehalt des Filtrates) groft ist, um aus 
jenen Resten herstammen zu kénnen. Das Verhidltnis im Phosphor- 
wolframsiéuretiltrat betriigt 54.1: 14! Die Anwesenheit einer N-armen 
oder N-freien C-haltigen Verunreinigung kann also nicht bezweifelt werden. 

b) Untersuchung des Phosphorwolframniederschlages. 
Aus demselben werden, wie in Versuch XXII, die Ag,O-Verbimdungen 
regeneriert. 

Analysen: 0,1360 ¢ Substanz enthalten 0.0085 ¢ AgCl und 0.0745 ¢ Ag. 


0.2020 Substanz (= 01895 g AgCl-freie Substanz): O1155 CO,, 
0.0254 ¢ HO. — 0.2002 ¢ Substanz (= 0.1877 AgCl-freie Substanz): 


26.0 com N (15° 4°, 746.7 mm). 
C,H,N,O Ag,O | ber. 0 

Hy poxanthinsilberoryd | 

Fi AgCl-freie Substanz gef. C 16.65 H 14s N 15,87) Ag 58.40 
C:N ber. 15:14, gef. 14.69: 14. 

Das Priiparat liefert also fiir das Verhiiltnis (:N, welehes in der 
urspriinglichen Hauptfillung 18,05: 14 betragen hatte, einen Wert, der 
vollstindig einem reinen Oxypurinniederschlag entspricht. Die Ana- 


jo: C1630 N 1521 Ag 58,69 


lvsenzahlen stimmen anniihernd auf Hypoxanthinsilberoxyd, 

Versuch XXIV. (Burian, Friihjahr 1902.) Zur Untersuchung 
velangt die aus Kalbsthymus stammende Hauptfillang, iiber deren 
Klementarzusammensetzung in Versuch XIX berichtet ist: die Substanz 
war ca. Jahr lang im verschlossenen Priparatenglas aufbewahrt 
worden. Unter genauer Einhaltung der gleichen Bedingungen, wie 
in Versuch XXII, wird 1.6501 Silberniederschlag mit 0.1906 ¢ Nivel. 
die Analyse Versuch XIX) mittels Natriumsulfidlésung zersetzt und die 
Zerlegungsfliissigkeit mit Phosphorwolframsiure gefallt. 

a) Untersuchung des Phosphorwolframsdurefiltrates. 
's des Filtrates wird zur N-Bestimmung verwendet: es liefert 0.0032 g N; 
demnach enthilt das Gesamtfiltrat 

0.0096 ¢ N = des angewandten Hauptfillungs-N. 

23 des Filtrates dienen zur Ermittelung des C-Gehaltes und werden 
zu diesem Zwecke genau nach dem in Versuch XXIII beschriebenen 
Verfahren behandelt. Der durch die beigemengte organische Substanz 
braunlich gefiirbte Salzriickstand liefert bei der Verbrennung 0,3619 g 
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CO, == 0.0987 ¢ C. Das Gesamttiltrat schheft somit 01481 g sich. 
Wir haben also den Filtrat-N wiederum auf die ungefillten Basenreste 
zu beziehen, die letzteren miissen jedoch abermals von einer C-reichen, 
aber N-freien oder N-armen Verunreinigung begleitet sein. 

bh Untersuchung des Phosphorwolframniederschlages, 
Der Niederschlag wird. wie in den vorhergehenden Versuchen, in die 
Ag ,O-Verbindungen iibergefiihrt. 

Analysen: 0.2550 ¢ Substanz: 0.1632 ¢ CO,, 0.0366 H,O. - 
¢ Substanz: 0.03572 ¢ N 

Gef. °o: G 1894 H1,738 WN 19:65 
= 

Der fiir das Verhailtnis (:N gefundene Wert entspricht einem Ge- 
menge von Silberverbindungen unsubstituierter Oxy- und Aminopurine. 
Der hohe €- und N-Gehalt des Niederschlages diifte auf die Gegenwart 
der Monosiiberverbindung des Adenins zuriickzufithren sein. 

Versuch NNYV. Burian, Winter L9OL.) Ausgangsmaterial: die 
Hauptfillungen, diein den aus Kalbsthyvmus bereiteten Extraktfraktionen 
Ay und Br von Versuch IV erzeugt worden waren. Es muff bemerkt 
werden, dafi die Flitssigkeiten Ay und Bt — 1m Gegensatze zu den anderen 
kxtraktfraktionen des Versuches IV — Griinde halber mehrere 
Tage lang im Laboratorium stehen gelassen wurden (vel. oben S. 344, 
jedoch zur Zeit der Austithrung der Hauptfillung noch keinerlet wahr- 
nelunbare Fiulniserscheinungen darboten. 

Iie Niedersehlige wurden, wie tm Versuch mittels be: 
Gecvenwart von Schwetfelsiure zerlegt. Keine der beiden Zerlegungs- 
fliissigkeiten gab nach Beseitigung des H,S) Biuretreaktion. Die von 
By stammende Losung wurde sodann unter genauer Eimhaltung der bei 
Versuch beschriebenen Bedingungen mit Phosphorwolframséure ge- 
fillt. Die Untersuchung des Phosphorwolframsiure filtrates verungliickte. 
Der Phosphorwolframniederschlag wurde in der friher angegebenen Weis: 
in die Ag O-Verbindungen zariickverwandelt. 

Analysen: 0,f628 ¢ Substanz enthalten 0.0098 AgCl und 0.0874 


Ng, 0.2333 ¢ Substanz (= 0.2193 ¢ AgCl-freie Substanz): 0.1272 ¢ 
0.0245 ¢ HO. — 0.2142 ¢ substanz (= 0.20135 AgCl-freie Substanz 


O.0302 ¢ N (hjyeldahi. 
| ber. °o: € 13.62 H104 N 1458 Ag 56.25 

f 

C.H,N,O-Ag,O 

Hy poxanthinsilberoxyd 
Fiir AvCl-freie Substanz gef.®°o: C1581 H1.24 N 15.00) Ag 57.10 

C:N ber. 15:14, gef. 14,75 14. 


Dem Werte zufolee, der fiir das Verhiiltnis GC: N gefunden wurd 


ber. € 1630 H1.08 N 15.21) Ag d8.6o 


haben wir es in diesem Falle zweifellos mit einem reinen Oxypurt! 
miederschlage zu tan: die Analvsenzahlen stimmen auf ein Geme! 
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yon Xanthin und Hypoxanthin. Da nun Thymus bekanntlich nieht un- 
erhebliche Mengen von Adenin enthilt. das wentgstens tetrlweise in die 
Haupttillung eingehen muff, und da dementsprechend der Thymuspurin- 
niederschlag des vorhergehenden Versuches wirklich auch Aminopurine 
in sich schlof&: so miissen wir wohl annehmen, lier dihmlich, wie 
wir es in Versuch XV bet einem Pankreasextrakt konstatieren konnten, 
eine Umwandlung von Aminopurinen in Oxvpurine stattgefunden 
hat. Man wird wohl mit der Vermutung nicht fehlgehen, dafv sich 
abermals um die Wirkune einer unmerkliehen Fiiulnis handelt. 

Diese Auffassung wird gestiitzt durch ein Experiment, das hier 
beitiutig Erwiihnune finden moze. 

Versuch NAVI. (Buritan,. Winter 1900). Aus SOe KRalbsthvinus 
wurde in der gewoOhnlichen Weise cin schwefelsaurer Auszug bereitet. 
Man verarbeitete den Extrakt absichtlieh sehr langsam. indem 
man zwischen den einzelnen Ftappen des Verfahrens immer mehrtigige 
Pausen eintreten lief\, withrend welcher die Fliissigkeit) im warinen 
Laboratoriuin stehen blieb. Zum Schlusse wurde die L6sung, die keine 
merklichen Fiiulniszeichen aufwies, mit Schwefelsiure schwach angesiiuert 
und auf ein Volumen von 175 cem gebracht. Nunmehr wurden dret 
Portionen A, B und €, zu je 456 cem (== 25,6 2 Thymus) abgemessen. 

Die in A erzeugte Hauptfillung leferte bei der Zerlegung mit HLS 
eine Fliissigkeit. in der sich durch verschiedene Reaktionen die Gegen- 
wart geringer Albumosenspuren nachweisen lief. 

in B wurde durch Haupt- und Korrekturfillung der Gesamtpurin-N 
hestimint. 

endlich wurde imt 6 ¢ konzentrierter H, SO, versetzt und auf 
70° erwirmt: dann fiigte man unter médglichster Konstanthaltung der 
Temperatur portionenweise Natriumnitrit hinzu, bis der Geruch nach 
salpetriger Séure auch beim lingeren stehen in der Wirme nicht mehr 
verschwand. Im ganzen wurden ca. 5 ¢ NaNO, verbraucht. Nach dem 
Erkalten wurde die durch Nitroprodukte intensiv gelb gefiirbte Losung 
stark ammoniakalisch gemacht und zur Bestimmung des Gesamtpurin-N 
tuittels Haupt- und Korrekturfillung weiter verarbeitet. 

ic Resultate sind enthalten in 
Tabelle VI 


(sesamt-Purin-N 


N der N der summe Prozenten de 
sune inh rozenten des 
Hauptfallung Gesamt-Purin-N frischen 
failung 
Organbretes 
0,07 42 1103 O4308 


Es fallt zuniichst auf, daf sich in der mit salpetriger Séiure be- 
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handelten Extraktfraktion die Verteilung des Purinkérper-N auf Haupt- 
und Korrekturfiillung sehr stark zugunsten der letzteren verschoben hat: 
eine Erklirung hierfiir vermégen wir nicht zu geben. Indessen ist de 
Gesamit-Purin-N in Bound C gleich grof, und hieraus scheint uns m 
Sicherheit hervorzugehen, der (urspriinglich zweifellos 


Verarbeitung keine Aminopurine mehr enthielt. dic 
durch salpetrige Siure unter N-Verlust in Oxypurine hitten 
Ubergefiihrt werden kénnen. Dementsprechend wurde auch der 
prozentische Purinbasen-N-Gehalt der Thymus in diesem Ver- 
suche deuthch miedriger gefunden, als z. B. in’ Versuch IV bei den 
rasch verarbeiteten Extraktfraktionen Ae und Be. 

Nach dem vorstehenden sind die Muskel- und Thymus- 
hauptiillungen durch ee N-freie oder sehr N-arme organische 
Beimengung verunreinigt. die beim Umifiillen der Niederschliige 
mil Phosphorwolframsiiure (neben geringen Basenresten) im 
Filtrat) zuriickbleibt. Diese Beimengung bedeutet  offenbar 
keine irgendwie erhebliche Fehlerquelle fiir das Ver- 
fahren «des korrigierten Wertes», weil bei demselben ja blot! 
der N-Gehalt der Niederschiiige in Betracht kommt. Wir 
haben deshalb auch nicht weiter untersucht, welcher Art dic 
erwihnte Verunreinigung ist: man konnte vielleicht an kolile- 
hydratartige Substanzen denken. 

Da die Muskel- und Thymusniederschlige nun keinerle! 
anderweilige Verunreinigung einzuschlieben, sondern nach 


fernung der oben genannten Beimengung — den Elementi:- 
analysen zufolge — nur mehr unsubstituierte Purinbasen zu 


enthalten secheinen.!) so darf es wohl fiir héchst wahrschein- 


1) die Analysen der Hauptfiillungen — sei es unmittelbar 
(Pankreas), sel es nach vorausgehender Umfallung mit Phosphorwolfraim- 
siiure (Muskel und Thymus) — in unseren Versuchen stets Werte se- 
liefert haben, welche die ausschliefliche oder fast ausschliefliche Gegen- 
wart unsubstituierter Purinbasen in den Hauptfillungen dartun, be- 
weist keineswegs. dafiin den Organextrakten nicht geringe 
Mengen von substituierten (alkylierten) Purinstoffen zu- 
gegen sein kénnen. Dieselben kinnten sehr wohl ganz oder grOften- 
teils in den Filtraten der Hauptfallungen zuriickbleiben, um dann in ‘ie 
Korrekturniederschlige einzugehen:; bestehen doch z. B. auch dv 
Pankreashauptfiillungen bei rascher Arbeit nur aus Aminopurinet. 
obzwar das Vorhandensein eines kleinen Quantums von Oxy purinen 
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lich gelten, dab auch die aus Muskel- und Thymusaus- 
zugen gewonnenen Hauptfillungen bei strenger Beo- 
bachtung unseres Verfahrens einen fiir die Zwecke 
des letzteren gentigenden Grad von Reinheit besitzen. 

Die Hauptergebnisse des vorliegenden Wapitels lassen sich 
in folgende Siéitze zusammenfassen 

1. Hauptfillungen, die genau nach der im I. Abschnitte 
beschriebenen Methode hervestellt sind, enthalten keine oder 
nur minimale Spuren von Albumosen. 

2. Die von Pankreasauszitigen herstammenden Haupt- 
fiillungen bestehen aus analysenreinen Purinbasensilber- 
verbindungen, und zwar (ber rascher Arbeit) ganz vorwie- 
gend aus Guaninsilberoxyd. 

5. Die aus Muskel- und Thymusextrakten gewon- 
nenen Hauptfillungen enthalten zwar eine Verunreinigung, doch 
scheint es sich hierbei so gut wie ausschlieblich um eine 
\-freie oder sehr N-arme Beimengune zu handeln, die 
beim Umfillen der Niederschlaige mit Phosphorwolframsiiure 
ineben Resten der Purinbasen) im Filtrate zuriickbleibt. 

Kinige Nebenresultate sind in den nachstehenden Siitzen 
verzeichnet : 

Wiihrend bei der Ausfiihrung der Purinbasensilber- 
fillung (d. h. bei Gegenwart eines Silberiiberschusses) eine 
hohe Ammoniakkonzentration nicht nur vollig unschiéd- 
lich, sondern sogar behufs Fernhaltung von beimengungen 
notwendig ist, betitzt starkes Ammoniak bei Abwesen- 
heit von tiberschitissigem Silber cine langsame, aber deut- 
liche) Einwirkung auf die  Purinbasen-Silbernicderschliige : 
Guaninsilberoxyd wird teilweise in Guanin und Ag,O 
gespalten, Hypoxanthinsilberoxyd dagegen — wenngleich 
in geringem Mabe — ohne nachweisbare Zerlegung auf- 


gelost. 


Pankreas erwiesen ist. Vielleicht werden sich zur Aufsuchung etwa in 
Organausziigen enthaltener alkvylierter Purinstoffe gerade die hor- 
rekturfaillungen besonders gut eignen. 
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Bei Zusatz von Phosphorwolframsiiure zu einer 
miabig verdiinnten Losung von Purinbasen in Normalschwetel- 
siure werden die Purinbasen nicht vollstiindig gefillt: 
unter den friiher angegebenen Bedingungen bleiben 31 ° 
derselben Losing. 

6. Die Aminopurine scheinen schon durch eine ganz 
eeringgradige, nicht ohne weiteres wahrnehmbare 


“iintnis, wie sie in den Organextrakten bei langsamer Ver- 
arbeitung eintreten kann, in Oxyvpurine tibergeftihrt zu werden. 


III. Verwendbarkeit der Methode des korrigierten Wertes fur 
quantitative Zwecke 


An das Ergebnis des vorhergehenden Absehnittes, dat 
nimlich die Hauptfiillungen allem Anscheine nach den erforder- 
lichen Grad von Retnheit besitzen, um fiir die Bestimmung 
des) Purinbasen-N von Organausziigen brauchbar zu sein, 
schliebt sich naturgemiif die Frage an, ob die Niederschlige 
auch vollstindig sind. ob also die Summe des Haupt- und 
Korrekturtillings-N wirklich als  Ausdruck des gesamten 
Purinbasengehalts der Ausztige betrachtet werden kann. 

Fir kKorrekt durchgefithrte Analysen, in denen die tiber- 
wiegende Menge der Basen bereits in der Hauptfillung 
abveschieden wurde, diirfte die aufgeworfene Frage zu bejahen 
Der einwandfreie Nachweis luerfiir lift sich jedoch 
nur schwer ftihren. Wir haben Versuche dartiber angestelll, 
ob zu Organausziigen hinzuegesetzte Purinbasen mittels der 
Methode des korrigierten’ Wertes quantitativ. wiedergefunden 
werden.  Derartige Versuche beweisen aber natirlich im Falle 
eines positiven Ergebnisses nicht mit voller Sicherheit, da! 
das Verfahren verlustlos ist; denn haftet den beiden Vergleichs- 
werten (von denen der eine mit. der andere ohne Basenzusatz 


Daly in Fallen, in welchen ein gréfKeres Purinbasenquantum 
Hauptfillung entgangen und fir den Korrekturniederschlag zuriickye- 
Diiehenm ast. ziemlich erhebliche Verluste eintreten kénnen, das_ ergiht 
z. ein Vergleich der in Versuch VI (Tab. IV, 8. 350) fiir die Lisung 
A ound gefundenen Werte. 
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erhalten wurde) das gleiche absolute Detizit an. so wird 
sich dasselbe in dem Resultate gar nicht ausprigen. Indessen 
wiirden die Experimente mit Purinkérperzusatz wenigstens im 
Falle eines ungtinstigen Ergebnisses ganz zweiellos die Un- 
brauchbarkeit der Methode dartun; aus diesem Grunde sehien 
es immerhin geboten, solche Experimente durchzuttihren. 


Versuche tiber die Wiedergevinnung bekannter Purinbasenmengen 
aus Organertrakten, 


Bei diesen Versuchen gelangten Hypoxanthin, Nanthin und 
Guanin zur Anwendung. Das Hypoxanthin wurde in der be- 
kannten Weise aus Fleischextrakt. das Nanthin nach der Vor- 
schrift von Fischer?) aus dies letztere endlich 
aus den Schuppen von Alburnus lucidus dargestellt. 

Zur Gewinnune des Guanins aus den Fisehschuppen bentitzten 
wir nicht die von Bethe?) verwendete Methode, sondern verfuhren in 
der nachstehenden Weise. Wir erhitzten die Schuppen mit ungefiihr 
der d5-fachen Gewichtsmenge Wassers zum Sieden, setzten zu der 
kochenden Fliissigkeit etwa ‘4/10 Volumen heifer, sehr konzentrierter Natron- 
lange hinzu und erhielten das Gemisch noch eirea eine Viertelstunde lang 
im lebhaften Sieden: dann wurde rasch durch ein grofes Faltentilter 
liltriert und das Filtrat sofort abgekiithlt. Der aus den gequollenen und 
macerterten Schuppen bestehende Riickstand wurde noch zweimal der 
fleichen Behandlung unterzogen. Die vereimigten Filtrate versetzten wir 
n der Kiélte unter kriiftigem Rithren umschiehtig mit Kupfersulfat und 
Hydroxvlaminehlorhydrat, bis neben dem weiftichen) Purinkérperkupfer- 
oxydulniederschlag gelbe Flocken von Cuprohydroxyd bemerkbar warden, 
die beim Umrithren nicht mehr verschwanden. Hierauf wurde der mit 
heifem Wasser gut ausgewaschene Kupferniederschlag mit) farbloser 
schwefelnatriumlésung unter lebhaftem Kochen zerlegt, Schwefelsiiure 
his zur deutlich sauren Reaktion hinzugefiigt und das Schwefelkupfer 
abfiltriert. Aus der stark eingeengten Zerlegungstliissigkeit erhielt man 

is Guanin durch Fillung mit Ammoniak. Das so gewonnene Produkt 

war noch aschehaltig:3; es wurde deshalb nochmals in wentg Natron- 
auge gelost und (nach dem Abfiltrieren der ungelOsten Partikel) aus 
em zuvor angesiiuerten Filtrat wiederum mit NH, gefiillt. Die sorg- 
Multig ausgewaschenen Priiparate erwiesen sich dann stets als nahezn 
aschefrei, 


1) Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. 215, 8. 309. 1882. 
2, Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 474. 1895. 
*) Die Asche besteht im wesentlichen aus Caleiumphosphat. 
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Eine zur Kontrolle ausgefithrte N-Bestimmung ergab den berech- 
neten Wert: 

0.3257 ¢ Substanz: 015054 ¢ N (Kjeldahl 
C,H,N,O ber. %o: N 46.35, gef. %o: N 46,22. 

Auch das aus dem Guanin dargestellte Xanthin war augenschein- 
lich rein: 

O4177 g Substanz: 0.15442 g N (Kjeldahl) 
C.H,N,O, ber. °o: N 36.84, gef. °/o: N 36,96. 

Dafv das aus dem Fleischextrakt gewonnene Hypoxanthin gleiel- 

falls den Anforderungen geniigte, zeigt die nachfolgende Analyse: 
0.2380 ¢ Substanz: 0,0975 ¢ N (Kjeldahl) 
C,H,N,O ber. °/o: N 41,17, gef. °/o: N 40,96. 

(im ohne Schwierigkeit ausreichende Konzentrationen er- 
zielen zu kOnnen, lOsten wir die Basen in (N-freier) Natron- 
lauge auf. Die Resultate von drei Experimenten, in denen 
solche Losungen zu Organausziigen hinzugefiigt worden waren, 
sind bereits oben (Versuch mitgeteilt worden. Wir 
haben dort gesehen, dali das zugesetzte Guanin und XNanthin 
aus den korrekt behandelten Extrakten (B) stets so gut 
wie vollstiindig wiedergewonnen wurde, und zwar gleicli- 
viel, ob der Zusatz der Purinsubstanz erst nach vollendeter 
Vorbereitung des Extraktes (Versuch Il) oder gleich anfangs, 
noch vor der) Barytbehandlung (Versuch und IV). 
erfolgte. Ganz dasselbe Ergebnis lieferten auch einige andere 
analoge Versuche. 

Versuch XXVII. (Hall, Frithjahr 1901.) 500 g Brei von Rind- 
fleisch wurden mit 5 Litern Schwefelséiure von 0,5 Volumprozent zer- 
kocht. Gesamtmenge von Filtrat und Waschwasser 9000 
wurden drei Portionen, A, B und C, zu je 1800 com (entsprechend L100 ¢ 
Hleisch) abgemessen. A wurde direkt verarbeitet; zu B wurden sofort, 
also noch vor dem Barytzusatz, zu C dagegen erst unmittelhar 
vor Ausfiihrung der Hauptfaillung je 15 ccm einer alkalischen 


Guaninlésung (mit 0.0777 ¢ Guanin-N) hinzugefiigt. Resultate: 


i 
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Tabelle VIL. 


N N der ; 
Si 
Lisung | der Haupt- Korrektur- | er Fehler 
fallung fallung | Gesamtpurin-N 


| berechnet 


| (vorstehende Summe 
0.0777): 
| cefunden: | 
0.1421 
berechnet (w. o.): 
C 0.1313 0.0197 + 8.0 %%o 
| eefunden: 
O1510 


Versuch XXVIII. (Hall, Frithjahr 1901.) Schwefelsaurer Extrakt 
aus 400 ¢ Kalbfleiseh wird vor der Verarbeitung auf 2540 cem = ein- 
ceengt. Drei Portionen, A, Bound Cy zu je 585 cem (== 100 ¢ Fleisch) 
elangen zur Untersuchung. A wird oline Zusatz verarbeitet. zu B werden 
vor der Barytbehandlung, zu © erst vor Ausfithrung der Hauptfiillung je 
2ecm der im vorigen Versuch verwendeten alkalischen Guaninlésung 


(mit 0.259 ¢ Guanin-N) hinzugefiigt. 


Tabelle VIII. 


dor 
nme 
sing der Haupt- Korrektur- Fehler 
fillung fallung Gesamtpurin-N 
A O.O49] 0.0222 OOT13 
| berechnet | 
(vorstehende Summe | 
6 11 0.0972 | 
sefunden: 
0.0991 
berechnet (w. o.): 
0.09072 
( O.O702 0268 — (),22 


sefunden: 


Be 
By 
pines 
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Versuch NNEX. (Burian, Frihjahr 1902.) a) Schwefelsaurer Extrakt 
aus 300¢ Rindfleiseh. Volumen der Fliissigkeit nach der Behandlung 
mit Baryvt und mit CO,: 5400 cem. Zwei Portionen, A und By zu je 
com (== 100 Fleisch) werden abgemessen: zu B werden 35 cen 
emer alkalischen Hypoxanthinlésung (mit 0,0262 g Hypoxanthin-N 
hinzugesetzt. Beide Portionen werden dann bei Gegenwart von Essig- 
sfiure eingeengt und in der gewohnlichen Weise weiter verarbeitet. 

bh Schwefelsaurer Extrakt aus 140 ¢ Rindfleisch. Volumen de; 
fiir die Hauptfillung vollsténdig vorbereiteten Fliissigkeit: 150 cem, 
Zwei Portionen, M und Ny zu je cem (= di ¢ Fleisch) werden 
verwendet: zu werden 15 cem einer alkalischen Hy poxanthinl6sung 
mit 0.0229 ¢ Hvypoxanthin-N) hinzugefiigt. Die Hauptfallungen werden 
in diesem Falle nicht direkt der N-Bestimmung unterzogen, sondern durch 
Behandlung mit Salpetersiiure (D == 1.2) unter Harnstoffzusatz in die 
Hypoxanthin- und Nanthinfraktion zerlegt; dann werden die 
movlichst quantitativ getrennten Fraktionen auf die gebriiuchliche Weise 
in die Av O-Verbindungen tibergefthrt und die letzteren zur N-Bestimimung 


beniitzt. 
Tabelle IX. 
N der Sul 
Losung KorrekKtur- | Fehler 
Hauptfallung fallung Gesamtpurin-N 
0.0593 0.0036 0.0629 — 
berechnet 
(vorstehende 
10 | 0.0018 Summe + 0,0262): 
gefunden: 
0.0928 | 
Hypoxanthin- 
fraktion: 
M O.L59 0.0040 0.0310 — 
Xanthinfraktion: 


O.OL07 


berechnet 
Hypoxant (vorstehende 
fraktion : Summe +0,0229): 
Xanthinfraktion: 
0.0180 unc en: | 


als 
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Versuch XXX. (Hall 1901.) Schwefelsaurer Extrakt aus 450 
von Filtrat und Waschwasser: 6000 ccm, 


Kalbsthymus. Volumen 
je 1200 cem 


Zur Verarbeitung gelangen drei Portionen. A. Bound €. zu 
90 ¢ Thymus). nachdem zuvor, d. h. noch vorderBa rythbehandlung, 
zu A cem einer alkalischen Guaninilosung (mit 0.0259 Ni, 

BL derselben » Nj, 

» C15 » O.0777 » N 


hinzugesetzt worden sind.1) 


Tabelle X. 


N der N der 


Losung Haupt- Korrektur- Fehler 
fallung faillung: Gesamtpurin-N 
A O.39L7 0.03523 O.4240 
berechnet 
(vorstehende Summe 
+ — 
B O4194 0.1302 = 10,0259): — ().1 
gefunden: 
O 4496 
berechnet: 
veventber 
I. (Summe von A 
Berech- 
+ 0.0777 —0.0259 
nung I: 
+ O.0518 + 490 
0.4373 0.0445 Il, (Sumine von B gegentiber 
+ V.0777 —0.0518 Bereeh- 
+ O,0259): nune IL: 
O4755 1.3 


getunden: 
OASIS 


Die Ergebnisse siimtlicher Experimente, in denen wir 
versuchten, zu Organausziigen zugesetzte Purinbasen quantitativ 
wiederzugewinnen, sind zusammengestellt in 


) Eine Vergleichsportion, die ohne Basenzusatz verarbeitet 


wurde, verungliickte. 
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Tabelle XI. 


bersicht iiber die Versuche mit Purinkérperzusatz. 


Menge | Gesamtpurin-N 
Ver- (resamt des bei Purinkérper- 
. zusatz Fehler 
nummer Zusatz ha- | 
rechnet funden 
| 
A. Muskel. 

Ht Bs und By Xanthin 0.0812! 0.0821 — 1.1 ° o 
XXVIE A und B PO0.0620 (ouanin 0.0777] 0.1421; + 1,7 °/o 
A und 0.0620 0.07771 0.1397) 0.1510) 8.1 
A und BP O.0715 Guanin 0,0259] 0.0972, 0.0991) 1.95 ° 
A und © 0.0972. 0.0970 — 0.22 
XNIN A und B Hypoxanthin O,0262) 0.0891 0.0828 — 4.1% 

Mund N [0.03100 Hypoxanthin 0,02297.0,0539 0.0526 — 2.4 ° 
Thymus. 

IV be und Bs [0.1568 (ruanin 0.0726] 0.2294 0.2287) — 0.3 
XXX A und B [0.4240 Guanin 0.0259] 0.4499, 0.4496 — 0.1 
XXX A und C 404240 (ruanin — 1.2 ° 

Pankreas, 
Bs und By [0.0525 Guanin 0.0363] O.OS88 0.0877 — 1.3 


Dieser Tabelle zufolge sind die zu den Extrakten hinzu- 
eefiigten Purinstoffe stets vollstiindig wiedergefunden 


worden, der Fehler betriigt —-2,4 bis 8,1 °/o berech- 
neten Werte, liegt aber insbesondere ber den Versuchen 
mit Muskelausztigen — meistens nach der positiven Seite. 


Da die Muskelhauptfillungen, wie wir oben gesehen haben. 
hochstwahrscheinlich blob durch eine N-freie oder sehr N-arme 
Substanz verunreinigt sind, so diirfte das fehlerhafte Plus an 
Noueht so sehr auf der Gegenwart einer (mit der Nieder- 
schlagsmenge wachsenden) N-haltigen Beimengung. als vielmelhir 
darauf beruhen, dati der ohne Purinbasenzusatz er- 
haltene Vergleichswert hiufig etwas zu niedrig ist.! 

') In der Tat ist speziell bet Muskelextrakten das Purinbasen- 
quantum, das der Hauptfillang entgeht und fiir die Korrekturféi!lan: 
iibrig bleibt. oder mit anderen Worten, der Korrekturmiederschlag: bel 
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Wie dem immer sei, die Resultate unserer Zusatzversuche 
sind jedentfalls recht befriedigende. Wiihrend also His und 
Hagen mittels der von ihnen beniitzten, von unserem Ver- 
fahren abweichenden Methode Guanin, das sie zu Organ- 
auszugen hinzugefiigt hatten, meist nicht quantitativ zuriick- 
cewannen (Versuch I], XXI, XNIT und XXII der genannten 
Autoren')), hat sich die Methode des korrigierten Wertes bei 
unseren analogen Versuchen durchaus bewiihrt. 

Es muf indessen hervorgehoben werden, dal zur Erziclung 
so giinstiger Resultate nicht nur genaueste Beobachtung 
aller eingangs beschriebenen Details, sondern auch 
Mitberiicksichtigung der Korrekturniederschlige ganz 
unerlaBlich ist. bBlober Vergleich der Hauptfiillungen nach dem 
iilteren Kosselschen Verfahren kann erhebliche Fehler nach 
sich ziehen. Um nur ein besonders eklatantes Beispiel anzu- 
tiihren: In Versuch Il, Tabelle I (Pankreasexperiment), be- 
iriigt der Unterschied zwischen dem N der Hauptfiillungen 
bei B, und B, 0,0200 g, dagegen ist die Differenz zwischen 
dem Gesamt-Purin-N von B, und B, (der ungleich grofen 
Korrekturniederschliige halber) 0,03852 g: tatsachlich war zu 
Lisung B, 0,0363 g Guanin-N hinzugefiigt worden. Bei blober 
beriicksichtigung der Hauptfillungen hiitte also der 
bheobachtete Zuwachs in diesem Falle kaum mehr als 
die Hilfte des tatsiichlichen Zusatzes ausgemacht! 
basenzusatz, d. h. bei hoherer Purinkérperkonzentration, oft nicht 
nur relativ, sondern auch absolut geringer, als ohne Zusatz, 
dh. bei niedrigerer Purinkérperkonzentration (vgl. z. B. Tabelle IX, A 
und B. Nun wissen wir aber, dafi die Summe oder der Gesamtpurin-N 
desto vollstindiger zu sein pflegt, je besser es gelungen ist, die Haupt- 
menge der Purinstoffe bereits in der Hauptfillung abzuscheiden, Je 
weniger Purinkiérper somit fiie die mit klemen Verlusten verbundene 
Korrekturfiillung zuriickgeblieben sind (vgl. z. B. Tabelle IV, A und B). 


ls wire deshalb — wegen der giinstigeren Verteilung des Purin-N auf 
Haupt- und Korrekturniederschlag — wohl médglich, die Gesamt- 


Vurinkérperausbeute bei Basenzusatz manchmal noch kompletter ist, als 
ine Zusatz. 
1) Uber His und Hagens Versuche Guanin in Wittepeptonlésung 
, 


bestimmen, vel. die Ausfihrungen oben auf 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVIIL. 26 


392? Richard Burian und J. Walker Hall. 


Uber den Purinbasengehalt von Fleisch, Thymus und Pantreus. 


Die Gesamtheit der mitgeteilten Erfahrungen macht es 
sehr wahrscheinlich, dali die Methode des korrigierten 
Wertes bei Muskel, Thymus und Pankreas vollkommen 
zuverliissige Ergebnisse liefert.  Hierdurch gewinnen die 
wenigen Resultate, die bisher mittels dieses Verfahrens bei 
den genannten Organen erhalten worden sind, eine erhohte 
Bedeutung. diirfte deshalb nicht tberfliissig erscheinen, 
die an verschiedenen Stellen der vorliegenden Arbeit verstreuten 
Angaben iiber den Purinbasengehalt von Fleisch, Thymus 
und Pankreas noch einmal zusammenzufassen, um sie mil 
den (ebenfalls durch das Verfahren des korrigierten Wertes 
gefundenen) Zahlen von Burian und Schur und von Walker 
Hall vergleichen zu konnen. Dieser Zusammenfassung ist dic 
nachstehende Tabelle gewidmet. 


Tabelle XII. 


| (Gesamtpurin-N 


Versuchsnummer 


Laufende Lis 
und Tabelle 


Jersuchsobjekt 
des feuchten 


Nummer 
Organes 


A. Fleisch. 


| Pferdefleiscl { Versuch lil, Tab. II) B, | 0.055 

erdefleisch VI. IV A | 0,055 

| { >» XXVIII, » VII A 0.062 ° 

XXIX, » IX | 0,063” 

| Kalbfleisch > XXVIII » VI A | 0,071° 
B. Thymus. 

{Versuch IV. Tab. B, 0,482 ° 
Kalbsthymus XXVI. V1 B 0.429 ° 
(. Pankreas. 

8 Schweinepankreas Versuch If, Tab. I 0.123 | 

9 Rinderpankreas > | 1) 0.183 


Die in der Tabelle verzeichneten Werte fiir den Puru- 
basengchalt des Fleisches stehen mit den Analysenergebni>-! 
von Burian und Schur und von Walker Hall ino guter 
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Ubereinstimmung. So fanden die Erstgenannten') in Pferde- 
(leisch 0,065 und Walker Hall*) in Rindfleisch (Lende 
und Keule, Mittel aus vier Bestimmungen) 0,060 9/9 Purin-N. 
Es mub jedoch betont werden, dali das Fleisch verschiedener 
Regionen einen differenten Purinbasengehalt zu besitzen scheint, 
und dali speziell Nackenstiick nach Walker Halls Unter- 
suchungen ganz auffallend purinbasenarm ist.3) Fir die Be- 
stimmungen, deren Resultate in der Tabelle zusammengestellt 
sind, wurden ebenso, wie seinerzeit fiir die von Burian und 
Schur mitgeteilten Analysen und Fiitterungsexperimente stets 
Lendenstiicke verwendet. In Anbetracht der oben nach- 
cewlesenen Zuverliissigkeit der Methode korri- 
cierten Wertes diirfte die nochmalige Feststellung 
der Tatsache, dal die erwiihnte Fleischsorte bei An- 
wendung dieser Methode im Durchschnitte 0,06 °/o 
Purinbasen-N liefert, wohl geeignet sein, zur Bekriif- 
tigung jener Anschauungen beizutragen, die burian 
und Schurtiber das quantitative Verhalten derexogenen 
llarnpurine des Menschen an der Hand zahlreicher 
eigener und fremder Versuche entwickelt haben.) 
Was die in Tab. XII fiir Thymus angemerkten Prozent- 
zahlen betrifft, so stammt die eine (Nr. 6) von einem mog- 
lichst schnell, die andere (Nr. 7) von einem absichtlich sehr 
langsam durchgefiihrten Versuche. In der ersten der beiden 
Prozentzahlen diirfte deshalb der Amino-N des Adenins ete. 
initinbegriffen sein, wihrend fiir die zweite derselben die Ab- 
wesenheit von Aminopurinen mit ziemlicher Sicherheit fest- 
gestellt werden konnte (vgl. Tab. VI, C [Nitritversuch]). Tat- 
stichlich ist der Gesamt-Purinbasen-N bei Nr. 7 um ca. 0,05 g 
pro 100 g Organ kleiner als bei Nr. 6. Ganz iihnliche Diffe- 


1) Archiv f. d. ges. Physiol., Bd 80, S. 309, Tab. VII. 
*) The purinbodies of foodstuffs, S. 29, Tab. TV. 

3) Nackenstiick vom Kalb enthielt 0,030°., Nackenstiick vom 
Schwein (Mittel aus zwei Bestimmungen) 0,023°. Purin-N, wihrend 
‘ette Schweinslende einen Purinbasen-N-Gehalt von 0,048° aufwies. 

4) Vgl. die Zusammenstellung im Archiv f. d. ges. Physiol, Bd. 94, 


205ff und S. 310ff. 
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renzen zeigen sich auch bet den von Burian und Schur}, 
friiher verdffentlichten Zahlen: so fanden diese Autoren den 
Purinkérper-N-Gehalt’ von Kalbsthymus bei langsamer Arbeit 
zu 0,405 resp. 0,414 wihrend ein schnell ausgefiihrter 
Kontrollversuch 0,316 Purin-N lieferte. Da die Versuche 
AXV und XAVI (vgl. oben 5S. 3880 u. 381) ergeben haben, 
dafi die Aminopurine der Thymus bei langsamer Arbeit  voll- 
stiindig in Oxypurine iibergehen kénnen, so diirften die soeben 
besprochenen Zahlen die Ansicht von Burian und Schur ge- 
rechtfertigt erscheinen lassen, dab fiir Thymus durch die Pro- 
zentzahl O.4°/o «wahrscheinlich nur der wirklich dem 
Purin-Doppelring angehoérige N, der Purin-N sensu 
strictiori,» angegeben werde 

Beziiglich der Pankreas-Werte in Tab. XII sei daran 
erinnert, dab burian und Schur fiir Schweinepankreas 
(in Ubereinstimmung mit der Angabe der obigen Tabelle) einen 
Purinbasen-N-Gehalt von 0,133°/0, dagegen fiir Rinderpankreas 
einen solchen von 0,145°%o gefunden haben+*); die letztere 
Prozentzahl ist ungefiihr um ein Fiinftel kleiner als der kor- 
respondierende Wert in Tabelle XII. Auch diese Differenz 
konnte vielleicht) darauf beruhen, dab bei der Analyse von 
Burian und Schur (infolge von unmerklicher Fiulnis) eine 
Umwandlung der Aminopurine in Oxypurine eingetreten sein 
mag. Um den fiir Mensch und Siiugetier festgestellten Uber- 
gang gebundener Aminopurine der Nahrung in Harnsiiure’ 
an welchem der Amino-N unbeteiligt ist, genau quan- 
titativ verfolgen zu kénnen, wiire eine sichere Kenntnis ces 
im Purinkern selbst enthaltenen N’s der betreffenden Nat- 
1) Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 80, 309, Tab. VIIL 

2) Auch Walker-Hall gibt fiir Kalbsthymus einen Purinbasen-\- 
Wert von 0402° 0 an (The purinbodies of foodstuffs, p. 29, Tab. IV. 

3) Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 87, S. 303. 

4) Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 87, 8. 319. 

5) Abgesehen von der ganz aufer Zweifel stehenden Harnsiiu'e- 
steigerung nach Thymus- und Pankreasgenuf, ist hier auch die Harn- 
siiurevermehrung zu erwihnen, die Mendel, White and Undert 
(Amer. Journ. of physiol. vol. VIE, p. 877, 1903) nach Verfiitterung ov! 
aminopurinhaltigen Weizennucleinsiure beim Menschen beobachte' 
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rungsmittel durchaus erforderlich. Eine Untersuchung dieser 
Frage, bei welcher wohl das schon in Versuch XXVI (S. 381) 
benutzte Nitritverfahren anzuwenden sein wird, ist deshalb 
yon dem einen von uns in Aussicht genommen. 

Als Hauptergebnis des vorstehenden Kapitels ist an- 
zufiihren, dafi zu Muskel-, Thymus- und Pankreasaus- 
zugen hinzugesetzte Purinbasen mittels der «Methode 
des korrigierten Wertes» vollstindig wiedergefunden 
werden. Im Zusammenhalte mit den Kesultaten des II. Ka- 
pitels spricht dies Ergebnis ftir die vollkommene Zuver- 
lissigkeit der Methode in ihrer Anwendung auf die ge- 
nannten Organe. 

Anhangsweise sei bemerkt, dah es einige wenige 
Spezialfaille gibt, in denen das Verfahren des korri- 
gierten Wertes nicht benutzt werden kann. Einen 
solchen Spezialfall stellen die Loésungen dar, die beim Zer- 
kochen von Blut mit verdtinnter Schwefelsiiure resultieren ; 
in diesen Losungen, welche sehr grofe Quantititen von 
Albumosen und nur Spuren von Purinbasen enthalten, 
libt sich ohne vorherige totale oder partielle Entfernung der 
Albumosen gar kein Silberniederschlag bewirken, mit anderen 
Worten, eine Hauptfiillung ist hier nicht zu erzielen. Auch 
bei Gegenwart von Stoffen, die ammoniakalische SilberlOsung 
in der Kiilte reduzieren, ist das Verfahren des korrigierten 
Wertes nicht anwendbar?); es bleibt hier vorliiufig kein an- 
derer Weg als der, die Purinbasen zuniichst in Form des 
Kupferoxydulniederschlages abzuscheiden und dann den letz- 
teren in die Silberoxydverbindungen tberzufiihren. 


1) Uber die Untersuchung derartiger Fliissigkeiten wird in der 
Ill. Abhandlung von Burian und Schur berichtet werden. 

*) Vgl. die von Burian und Schur (Arch. f. d. ges. Physiol., 
Bd. 80, S. 286) und ven Walker Hall (The purinbodies of foodstuffs, 
p. 53) ausgefiihrten Bestimmungen des Purinbasengehaltes sehr stiirke- 
reicher Vegetabilien. 
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Darstellung von Harnstoff durch Oxydation von Eiweiss 
mit Permanganat. 


Von 


Adolf Jolles. 


(Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium yon Dr. M. und Dr. Ad. Jolles 
in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1903.) 


Ich habe in dieser Zeitschrift!) eine Abhandlung unter dem Titel 
«Beitriige zur Kenntnis der Eiweifkérper> publiziert, in welcher ich auf 
analytischem Wege den Nachweis erbrachte, dafs man durch unter be- 
stimmten Bedingungen durchgefiithrte Oxydation der Eiweifkérper den 
Stickstoff derselben zum gréfsten Teile in eine Substanz von folgenden 
Figenschaften tberfiihren kann: 

L. Die Substanz ist in absolutem Alkohol vollkommen lislich. 

2. Sie wird aus der alkoholischen Lésung durch iitherische Oxal- 
siiureldsung quantitativ gefallt und erweist sich vollkommen frei von 
Ammoniumverbindungen. 

3. Durch Behandeln des Oxalatniederschlages mit unterbromig- 
saurem Natron wird der Stickstoff quantitativ abgespalten. 

4. Die Analyse des Oxalatniederschlages liefert Zahlen, welche 
mit jenen fiir oxalsauren Harnstoff tibereinstimmen. 

Auf Grund dieser Daten hielt ich mich fiir berechtigt, jenes 
Oxydationsprodukt als Harnstoff anzusprechen.2) Allerdings hatte ich 


1) Bd. XXXII, 1901, S. 364. 

2) Dies konnte ich um so eher tun, als analoge Versuche, die mit 
Harnsiiure angestellt wurden, einen Oxalatniederschlag von gleichen 
Figenschaften lieferten. In diesem Niederschlage konnte Falta (Ber. 
34. 2674) Harnstoff in betriichtlicher Menge nachweisen, und Richter 
bestiitigte nebst dem von mir angegebenen quantitativen Verlauf der 
Reaktion, derselbe als Spaltungsprodukt Harnstoff hefert (Journal 
fiir praktische Chemie, Neue Folge, Bd. 67, S. 274 [1903)). 
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versiiumt, die Spaltung des Oxalatniederschlages vorzunehmen und den 
Harnstoff durch Spezialreaktionen zu identifizieren.1) Denn es erscheint 
nicht ganz ausgeschlossen, dafs die konstatierten Figenschaften und 
Analysenzahlen einem in seiner Zusammensetzung dem Harnstoff nahe- 
stehenden Ureid zukommen, was allerdings an den Resultaten meiner 
Arbeit nichts andern wirde, weil ich aus denselben nur auf die An- 
wesenheit von CO-NH-Gruppen im Eiweifimolekiil schlof. — Daft ich 
nicht den strikten Nachweis fiir das Vorliegen von Harnstoff erbrachte, 
hat darin seinen Grund, dafs mir nur geringe Substanzmengen vorlagen 
und die Darstellung gréferer auferordentlich zeitraubend ist. leh bin 
jedoch seit einiger Zeit mit einschligigen Versuchen beschiiftigt und 
behalte mir vor, nach Abschluf§ derselben tiber meine Ergebnisse ein- 
gehend zu berichten. 

Inzwischen sind aber tiber meine Methode zur Oxydation der 
Eiweifkorper zwei Abhandlungen erschienen und zwar eine eingehende 
Nachpriifung meiner Ergebnisse von EK. Lanzer?) und eine kurze, die 
Darstellung von Harnstoff aus Casein betreffende Mitteilung von E. Abder- 
halden.8) Mit Riicksicht auf die Zweifel, welche F. N. Sehulz4) be- 
treffs der Richtigkeit ineiner analytischen Zahlen geiiufert hat. stellte 
sich Lanzer die Aufgabe, nach dieser Richtung eine exakte Kontrolle 
durchzufithren. Lanzer_ stellte seine Versuche an 3 Eiweifkorpern — 
Casein, Serumalbumin und Fibrin — an. wobei er bestrebt war, die von 
mir angegebene Arbeitsweise genau einzuhalten. Lanzer hat in eimer 
Tabelle (siehe 8S. 394) seine Ergebnisse den meinen gegeniibergestellt und 
es ergibt sich hicraus eine vollinhaltliche Bestiitigung der von 
mir in dieser Zeitschrift publizierten Daten. Abderhalden 
konnte in dem aus Casein gewonnenen Oxydationsprodukte Harnstoff 
nicht mit Sicherheit nachweisen, und richtet am Schlusse seiner Mit- 
tellung an mich die Aufforderung, mein Verfahren derart zu beschreiben, 
dafi es auch anderen gelingt, meine Resultate zu erhalten, Nachdem 
nun Lanzer die analytischen Daten, aus welchen ich meine Schliisse 
zog, bestiitigte, und er in seiner oben zitierten Abhandlung meine Me- 


1) Fs erscheint mir angebracht, an dieser Stelle auf eine unter 
Leitung Beilsteins ausgefiihrte Arbeit von Wm. Ovid Moor (Zeitschr. 
fiir Biologie, Bd. 44) hinzuweisen, in welcher der Nachweis  geliefert 
wird, daf’ der aus Harn nach der Liebig-Pfliigerschen Methode er- 
haltene Harnstoff ganz betriichtliche Mengen eines dem Harnstoff nahe 
stehenden, bisher aber nicht isolirten Korpers enthilt. 

2) Zeitschrift fiir Untersuchung der Nahrungs- und Genufmittel, 
Heft 9, Seite 385, 1903. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XNXVIL Seite 506. 

4, Diese Zeitschrift, Bd. Seite 365. 
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thode unter Beriicksichtigung von Ergiinzungen, welche ich ihm auf 
seine Anfrage hin lieferte, genau beschreibt, so bin ich in der Lage, 
Abderhalden auf jene Arbeit zu verweisen. Ich richte nun an Herrn 
Abderhalden die Bitte, er mége seine Versuche mit Casein in der 
von Lanzer angegebenen Weise durchfithren. Ich bin tiberzeugt, daf 
er alsdann zu denselben Resultaten gelangen, und dann auch die Be- 
rechtigung meiner Schluffolgerungen anerkennen wird. 
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Der Einflu& von mechanischen Hindernissen im Diinndarm und 
Dickdarm auf die Indicanausscheidung beim Hunde. 
Von 


Dr. Alexander Ellinger, und Dr. Wolfgang Prutz, 
Privatdozent, Assistent des Instituts, Privatdozent fiir Chirurgie. 


Aus dem Universitiits-Laboratorium fiir medinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Konigsberg 1. 
Der Redaktion zugegangen am 27. April 1903.) 


Die einzige experimentelle Grundlage fiir die Verwertung 
der Indicanreakuion des Harns zur Lokaldiagnose von Hinder- 
nissen im Darmtraktus bilden bis jetzt die Versuche von Jaffe 
aus dem Anfang der siebziger Jahre, welche im Jahre 1877 
austtihrlich im 70. Bande von Virchows Archiv beschrieben 
wurden. Jaffe bestimmte den Indicangehalt des Harns bei 
Hunden, welchen er durch Ligatur den Darm verschlossen 
hatte, und fand, «dal Unterbindung des Diinndarms konstant 
eine betriichtliche Zunahme des Indigos zur Folge hatte, 
wihrend die Unterbindung des Dickdarms eine solche nicht oder 
in viel geringerem Grade verursachte>. 

Die Schliisse, welche Jaffe tiber die verschiedenartige 
Wirkung von Diinndarm- und Dickdarmunterbindungen  zog, 
waren durch die erhaltenen Indigowerte gesichert, obwohl nach 
den Diinndarmligaturen regelmiéibig in wenigen Tagen der Darm 
wieder ohne iiuberes Eingreifen durehgiingig wurde, und nach 
den Dickdarmligaturen entweder bald der Tod eintrat oder 
ebenfalls eine Selbstheilung vor sich ging, obwohl ferner bei 
den nicht aseplischen Operationen der damaligen Zeit Infektionen 
und in deren Gefolge Peritonitiden sich nicht ausschlieben lieben. 

Die klinische Erfahrung hat auch die Berechtigung der 
Schlufifolgerungen Jaffes fiir die menschliche Pathologie seit- 
dem erwiesen. Neuerdings noch hat Nothnagel in seinem 
Handbuch der Pathologie und Therapie der Darmkrankheiten 
den diagnostischen Wert der Indicanurie bei Ileus in ganz 
derselben Schiirfe und mit denselben Einschriinkungen priizisiert 
wie Jaffe vorwiegend auf Grund des experimentellen Materials. 

Obgleich also zu einer Revision der Jaffeschen Versuche 
vei diesem Stand der Frage keine Notwendigkeit vorlag, so 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVUL. 27 
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war es uns doch recht willkommen gelegentlich einer zu 
andern Zwecken unternommenen Untersuchung in der Methode 
der Darmgegenschaltung ein Mittel zu finden, die von Jaffe 
aufgestellte Lehre experimentell fester zu begriinden und weiter 
auszubauen. Als Darmgegenschaltung haben wir die folgende 
Versuchsanordnung bezeichnet, welche vor uns bereits von 
einer Keihe von Autoren in Anwendung gebracht worden ist: 
Man trennt bei einem Versuchstiere eine Darmschlinge aus 
der Kontinuitiit und vereinigt ihr unteres Ende mit dem 
zufiihrenden, ihr oberes mit dem abfiihrenden Darmlumen, so 
daB die normale Peristaltik dieser Darmschlinge der des iibrigen 
Darms entgegengesetzt laufen mub. 

Uber die Einzelheiten der Operationsmethode und tiber 
die Ergebnisse unserer Versuche fiir die Lehre von den Darm- 
bewegungen haben wir bereits an anderer Stelle!) berichtet. 
Hier seien nur kurz folgende Resultate rekapituliert: 

Die Versuchshunde konnen bei geeigneter Ernihrung 
monatelang am Leben erhalten werden; Nahrungsaufnahme 
und Kotentleerung gehen regelmiibig von statten. Das gegen- 
geschaltete Darmstiick behiilt die urspriingliche Richtung seiner 
peristaltischen Arbeit bei. Infolgedessen kommt es zu einer 
erheblichen St6rung der Fortbewegung des Darminhalts, ob- 
gleich das Darmlumen nicht beeintriichtigt ist, vielmehr zu 
beiden Seiten der obern Naht durch Stauung des Inhalts ver- 
grobert wird. 

Dureh die Gegenschaltung passender Darmstiicke hatten 
wir es in der Hand, Passagehindernisse im Diinn- oder Dick- 
darm lange Zeit bestehen zu lassen, ohne da} eine Selbstheilung 
eintreten konnte, und die Indicanausscheidung zu verfolgen. 
Dabei bot die Methode die Moéglichkeit, auch die Stiirke de- 
Widerstandes gegen die Fortbewegung des Inhalts bis zu einem 
gewissen Grade zu varlieren. 

Zur quantitativen Bestimmung des Indicans benutzten wir 
die von dem einen von uns in dieser Zeitschrift?) ausfiihrlic! 


1 Archiv fiir klin. Chirurgie Bd. 67 H. 4, 1902. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIIT, S. 177. 
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beschriebene Methode. Die angegebenen Indigowerte stellen 
stets das Mittel aus zwei Kontrollanalysen dar, welche fast 
ausnahmslos gut iibereinstimmten. Nur wenn der Harn durch 
Erbrochenes oder Kot verunreinigt war, wichen die Resultate 
zuweilen etwas stérker voneinander ab, doch iiberstieg auch 
hier der Fehler nicht 10°/o der Gesamtindigomenge. Die 
Werte sind ohne Korrektur fiir die durch die Methode bedingten 
Verluste berechnet, stellen also nur °6 der wirklich ausge- 
schiedenen Indigomenge vor. Da fiir unsere Versuche die 
Verainderungen der Indicanausscheidungen das Wesentliche 
sind, wurde von der Umrechnung der gefundenen Werte 
abgesehen. 

Die Angaben tiber die Erniihrungsart, das Gewicht sowie 
das Hauptsachlichste von dem befinden der Versuchstiere, 
namentlich tiber das Verhalten ihres Verdauungstraktus, sind 
wohl ohne weiteres aus den folgenden Tabellen verstiindlich. 
Die an den Versuchstieren vorgenommenen operativen Eingriffe 
und die Sektionsbefunde sind nur kurz skizziert. 

Wir geben im folgenden die Protokolle nach Gruppen 
geordnet, indem stets je eine Diinndarm- und eine Dickdarm- 
gegenschaltung an solchen Tieren einander gegentibergestellt 
werden, welche an Gewicht und Erniihrungsart gut miteinander 
vergleichbar sind. 

Gruppe L. 

Versuch 1). Foxterrier von 10,7 kg Anfangsgewicht, 
& kg Endgewicht. 

Am 18. XII. 1901. Gegenschaltung von 50 cm Ileum, 
10 cm oberhalb der Ileocoecalklappe. — Glatter Heilungsverlauf. 
Nahrung: 500 g rohes Pferdefleisch mit Knochen. — Dauernd 
diarrhdischer Kot, selten Erbrechen. Bei der ersten qualita- 
liven Indicanprobe, am Ende der ersten Woche, fiel der sehr 
hohe Indicangehalt auf. Regelmiabige quantitative Bestimmungen 
wurden bei diesem Versuch noch nicht vorgenommen, auch 
der Harn nicht immer quantitativ gewonnen. Es wurden nur 


1, Die ausfithrliche Krankengeschichte mit Abbildungen des Darms 
findet sich in unsrer Arbeit im Arch. f. klin. Chirurgie unter Versuch III 
beschrieben. 
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im zweiten und dritten Monat nach der Operation wiederholt 
Indicanbestimmungen gemacht. 

Die Indigowerte fiir 100 cem Harn im zweiten Monat 
hei Fleisch- und Knochenfiitterung betrugen: 36,9 mg 
(0.3 mg — 55 mg — 49.4 mg —, im dritten Monat bei 
Fiitterung mit reinem ausgeschnittenen Fleische: 34,1 mg — 
36.3 mg — 33.4 mg. 

Die durchschnittliche Harnmenge ergab sich den 
Tagen, an welchen der Harn quantitativ aufgefangen werden 
konnte, zu 200—300 com, so dab sich eine tiigliche Aus- 
scheidung von etwa 100—140 mg Indigo im zweiten und von 
etwa 7O—100 mg im dritten Monat eregibt. 

Sektion: 18. 1902. Tleum noch 40 ¢m oberhalb der 
oberen deuthch erweitert und mit) Knochensttickchen 
voligestopft. 

Versuch 2. Foxterrier von etwa gleicher Grobe. 

Am 18. If 1902. Gegenschaltung von 15 em Dickdarm 
(Colon transversum und oberer Teil des Colon descendens). — 
Am ersten Tage nach der Operation (Hunger) enthielt der Harn 
nur Spuren von Indican, am zweiten Tage (ebenfalls Hunger) 
11.9 mg. Der Hund wurde nach 33 Tagen getétet. Sein 
Futter bestand aus 500 ¢ Fleisch und Knochen. Sein Befinden 
war gut, die Abmagerung wiihrend des Versuchs nur gering. 
In der ersten Woche wurde der Harn quantitativ gesammelt, 
die tiighche Harnmenge betrug etwa 300 ecm im Durehschnitt. 
Die Indigomenge schwankte in LOO com Harn zwischen & mg 
und meg, in der tighehen Harnmenge zwischen 25 und 
39 mg. In den spiitern Wochen Heb der Harn sich nicht voll- 
stiindig gewinnen, weil mit den diarrhéischen Kotentleerungen 
etwas verloren. ging: die Harnmenge war geringer, wie 
auch aus dem Ansteigen des spezifischen Gewichts ergab. Die 
Indigomenge in 100 cem schwankte zwischen 13 und 24,6 mye, 
die durchschnittliche Tagesmenge dtirfte indessen nicht grober 
eewesen sein als in der ersten Woche. 

Die Sektion ergab starke Erweiterung des stark gefiillter 
Colons oberhalb der gegengeschalteten Schlinge dieser 
selbst. Oberhalb der Heocoecalklappe zeigte der Darm norma! 
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Weiten- und Fillungsverhiltnisse. Die Stauung des Darminhalts 
hatte also an der Ileocoecalklappe Halt gemacht. 

Resumé: Trotz der unvollstiindigen quantitativen Be- 
stimmungen in dieser Gruppe ist der Unterschied in der Wirkung 
des Hindernisses im Diinndarm und Dickdarm ekiatant. Die 
Indicanausscheidung bei dem ersten Hund steigt weit 
iiber die Norm, die des zweiten erreicht im hochsten 
Falle Werte, welche selbst bet wesentlich kleineren Hunden 
noch in der Norm vorkommen (vgl. die Werte in Versuch NI 
vor der Gegenschaltung). 

Entsprechend diesem befund erwies sich die Stauung des 
Darminhalts auf das Colon beschriinkt. 

Gruppe Il. 

Versuch 3. Jagdhund. Anfangsgewicht 29,0 kg. 

Am 5. Ill. 1902: Gegenschaltung von 50 em Ileum ea. 10 em 
liber der [leocoecalklappe. In den ersten Tagen nach der 
Operation ist der Hund sehr elend. Am 7. Tage fraf er zum 
ersten Male 250 g Fleisch, erbrach aber fast alles. Vom 
d. bis 9. Ill. geringeres Erbrechen nach dem Fressen. Vom 
10. Ill. an 1 kg ausgeschnittenes Pferdefieisch. 


Verhalten der Indicanausscheidung. 


24+ stiindige  Spez. Indigo- 24 stiindige | 
Datum Harnmenge, Ge- menge Indigo- | Bemerkungen 
pro 100 cem 
Harn in mg 


in ccm | wicht 


I. Vorperiode. 
a) Nahrung: | kg Pferdefleisch. 


11/121. | 440 | 1050; 384 | 169 
13/14. 1. | | 1046) 442 380 
b) Hunger. 
16.17. nicht verarbeitet. 
17/18. | 2935 | 103%) 5.69 13.4 
819.1. | 330 | 1088338 
19.20. IL. | 170 1044 | 633 | 10.8 d¢ Bismuth. subnitr 
20/21. 11. | 400 1039 | 4,22 16.9 
21.221. 1041 2665 8.6 


2 
x 
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i) Alexander Ellinger und Wolfgang Prutz. 
24stiindige Spez. Indigo- 24 stiindige | 
Datum Harnmenge Ge- Indigo- | Bemerkungen 
in cem wicht | Harn in mg menge 


Bis zum 4. Ill. wieder Fleischfiitterung. 


Il. Nach der Gegenschaltuneg. 


TL. kein Harn entleert. je15,5 Hunger. 
6,7. IL. 210 1047/ 1478 
7/8. 1. | 123 L049 25,34 mehrals3l fast Hunger. 
ein Teil 
verloren 
8.9.17. | 3s10 1053 41.18 127.7 Fleisch. 
9010. TI. 150 — | $999 — Der stets an Indican 
| reichere Nachtharn 
| ging verloren. 
10.14. 375 1038 | 33,79 126.7 1kg reines Fleisch. 
11.12. 580 | 23,76 137,8 
12/13. 1.) 470 1038 | 22.35 105,0 
13.14. IIL. 370 1043 1584 | 58,6  Gew. 24,25 kg. 


14/15. 1. | 270 1042 1813 
z. Teilverl. 


15/161. 550 1047 | 18,66 102,6 
1617. 740 1042) 898 | 66,4 

17,18. 11. 580 | 1042 | 1346 79,7, Gew. 23.3 kg. 
1047 14,19 78,01 Fleisch und 


je 664 1039 15,14 | je 100.5 21. Ill. Gewicht 
bis 23. 24. II. | | 23,84 kg. 
24./25. Il. | | | | 
je 536 | 1045 | 21,47 | je 115,1 27. III. Gew. 24,6 kg, 
bis 28./29. HT. | vondaantkg Fleisch 
| und 125 g Speck. 


— 


| 


je 720 | 1025 | 31,68 | je 227,9 4. IV. Gew. 244 kg. 


IV. | | | | 
se 1028 | 32,03 je 248,6 Vom IV. an frift 
bis 8.9. TY. | der Hund schlecht. 


9. 10. IV. 
je 386d 70,0 je 253,5 | 10. IV. Erbrechen. 
1V. | 


Am 11. 1V. wurde die Bauchhohle er6ffnet, weil das starke 
Ansteigen der Indicanreaktion und das Befinden des Tiere= 
eine Komplikation (Darmverschlu} ?) vermuten lieBen. Es fand 


29/30, 1 
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sich in der gegengeschalteten Schlinge ein Haarkonvolut, das 
dicht tber der untern Naht das Darmlumen verschlof. Es 
wurde durch eine kleine Liingsincision entfernt. Die Haare 
zeigten die gleiche Farbe wie die Bauchhaare des Tieres. 
Quere Naht der Incision. Auch die untere Naht wurde lings 
gespalten. Eine Verengerung des Darmlumens lag nicht vor; 
auch hier quere Naht. 

In den nichsten Tagen war das Tier noch sehr elend, 
verweigerte jede Nahrung. Reichliche feste Entleerungen. — 
Vom 15. IV. an wurde Milch und Weifbrod, erst vom 23. IV. 
an 900 g Fleisch, mit 250 g Reis zu einer Suppe gekocht, 
gegeben. 


24 stiindige | Spez. | Indigo- | 24stiindige 


Datum Harnmenge Ge- | Indigo- Bemerkungen 
|pro 
in ccm wicht menge 


| Harn in mg | 


Ill. Nach Entfernung des Haarkonvoluts. 


11.112. IV. | 
u.12,/13. IV, 
13./14.1V. | 530 | 1087) 30,5(%) | 267,.6(%) 

14./15.1V. | 290 1087) 942(%) | Q732(%) | > 
15/16.1V. | 370 | 1081 | 71,5(2) | 264,6(2) 1 Mileh- waa 
Weifbrot. 


je360 1086 95,5 ()1) je 343.9 Hunger. 


16/17. 1V. | 440 | 1081 | 35,2 (%) 
| 910 | 1017 | 17,5(9) 
m.etw.Kot 

18.19. IV. | 540 | 1024 33,.8(2) | 179,7 (2) | 
4.20/21. IV. je 252 1039 53,3 Je 134,7 (7) | 
21./22,1V. | 330 1037 41,9(?) | 148.3 (2) 
22/23.1V. 565 1017 13,9(2) 78,5(%) 


176.9 (2) 
159,3(?) 


| 
| 


| 
| 


23.24.1V. 470rein | 1020 11,5(%) 43,8(2)).. 5000 Fleisch, Reissuppe, 
mit | 4,94(2)) 13,6(2) f°") Gewicht 214 ke 
diarrh.Kot | | 


1) Die mit (?) versehenen Zahlen sind ungenau, da zur Bereitung 
des Obermayerschen Reagens rohe Salzsiiure benutzt wurde. Die 
Werte sind in der Weise korrigiert, dafi der Verbrauch von Permanganat- 
lsung fiir 100 cem des unreinen Reagens von dem Chamiileonverbrauch 
der betreffenden Harnmenge abgerechnet ist. Der Verbrauch seitens der 
upreinen Lésung wurde durch Zusatz ihres in Schwefelsiure gelésten 
Chioroformauszugs zu einer Indigotinsulfosiurelésung von bekanntem 
Gehalt festgestellt. 
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24 stiindige  Spez. Indigo- 24stiindige 
Datum Harnmenge Ge- menge Indigo- Bemerkungen 
pro 100 com} 
in com wicht | Harn in mg | menge 
25. IV. je 1051 je 10.4 125 g Speck oek, 
kg Fleisch mit 
250 g Speck zuSuppe 
| gekocht. 
26./27. IV. 960 | 10385) 17,95 723 | 
27./28. IV. 960 36.6 | Gew. 22.4 kg. 
28./29. IV. 640 1047 56,7 362.7 
29../30. IV. 630 1055 74,6 470.0 kg Fleisch ohne 
Speck. Gew. 22,4kg. 
30./1V. 1./V. SOU 1033) 391 312.6 | 
1/2. V. 370 1049 | 82,7 30D Diarrhoe. 
2./3. V S20 80,96 663,9 


t.Kot ver-, 

unreinigt | 
3/4 V. 570 | 1053 | 83.8 $78.6 Futter nicht voll- 
stiindig verzehrt. 


4/5. V. | 800 | 1041 +1 328 1 ke Fleisch mit 
| | Reis zu Suppe 
_gekocht. Gew.21,5k¢g. 
Kot fester. 
5/6. V. 1106 1026 22,7 251,1 
6/7. | 1022 | 13,7 215,6 
mn.etw.Kot 
7.18, V. 1020 1036 20.6 210.2. Gew. 23,05 kg. 
8/9. V. | 1770 1022 11.9 | 2103 
9/10. V. | 1170 1024 121 1411 | 
10/11.V.) 10. V. Gw. 23,5 kg. 
je 1650 1023 149 (je 2499 | 


bis 12./13. V. 13.V. » 236 kg. 
13/14. V. | | |15.V. » 23.0 kg. 
| 1360 | 1022 11,85 | je 1605 | 
bis 16/17. 17.V. » 22,95kg. 
17./18. V. 
bis 19,/20. V. 


20./21. V. 260 | 1033 | 246 | 641 | Hunger 21. V. Ge- 
| | wicht 21,1 kg. 


Hunger wegen bevorstehender Operation; nicht untersucht. 


Am 21. V. wird zwischen der Mitte der obern Naht und 
dem unterhalb der untern Naht gelegenen TIleum eine seit- 
liche Anastomose angelegt, um dem Darminhalt einen Weg 
mit Umgehung der gegengeschalteten Schlinge zu geben. 


EN 
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24stiindige Spez. Indigo- 24 stiindige 


Datum Harnmenge, Ge- menge Indigo- Bemerkungen 
| icht pro 100 ccm 
in ecm wich | Harn in mg menge 


IV. Nach Herstellung der Anastomose, 


21/22. | |; 22. V. ca. 80 ¢ Reis 
22,93. V | je223 1051 271 je 60,3 und 1 Mileh, 
abends etw, Fleisch. 


23/24. V. 820 | 1029 | 8,1 66,4 ke Fleisch. 
24./25. V. GOO 1050 239 155,4 ke Fleisch. 
25./26. V. 400 | 20,5 82.0 Vom 25. V. an jede 


| | Nahrungsaufnahine 
| verwelvert, 


2627, V. | 1018 | 4,0 Hund liegt matt im 
mit diarrh. KAfig. 
Kot | 
27.V.; 160 | 1034] 17,6 28,2 


‘nachm. tot 


Die Sektion ergab Peritonitis infolge Perforation des 
Darms dicht oberhalb der Anastomose durch einen spitzen 
Knochensplitter, welchen der Hund wahrscheinlich beim Hinaus- 
fiihren ins Freie aufgelesen und verschluckt hatte. 

Das Studium der tiber 3 Monate lang beobachteten Indican- 
ausscheidung des Hundes beweist folgendes: Schon am 
dritten Tage nach der Gegenschaltung, noch wiihrend der 
Hungerperiode, geht die Indigomenge erheblich 
uber die normale hinaus: tiber 31 mg gegen durch- 
schnittlich 12 mg wiihrend des Hungers vor der Operation. 
Also selbst die Stauung desjenigen Materials, welches den 
Hungerkot liefert, macht sich durch vermehrte Indolbildung 
bemerklich, Mit dem Beginn der Fleischfiitterung 
wichst die Indigomenge auf tiber 100 mg, wiihrend 
der ersten 5 Tage gegen etwa 27 mg in der normalen Fleisch- 
periode und stellt sich in der zweiten Woche nach dem Ver- 
such etwas niedriger zwischen 60 und 100 mg ein, betriigt 
also noch etwa das Dreifache des Normalwerts, obwohl nur 
reines Fleisch gefiittert wird, wobei die Stauung des Darm- 
inhalts weit weniger zur Geltung kommt als bei Knochenzugabe. 

Der plotzliche Anstieg in der 3. Woche auf iiber 200 mg 
Indigo im Verein mit den klinischen Symptonen libt einen 
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vollstiindigen DarmverschluB vermuten, die daraufhin vorge- 
nommene Laparatomie bestiitigt die Diagnose. 

Die in den beiden Wochen nach der Entfernung des 
Haarkonvoluts erhaltenen Werte sind leider unsicher. Es war 
uns damals noch unbekannt, dab man bei Verwendung von 
roher Salzsiiure zur Herstellung des Obermaverschen Reagens 
erheblich zu hohe Indigowerte erhilt. 

Auffallend ist im weitern Verlauf der EinfluB der Er- 
nihrung. Von den enormen Werten 664 und 479 mg sinkt 
die Indigomenge anfangs Mai sofort auf 250 mg und erbeblich 
weniger, nachdem Kohlehydrate zum Fleisch verabreicht werden, 
und infolge mehrtiigigen Hungerns geht der Indigowert gar auf 
60 mg zuruck. 

Der am 21. Mai unternommene Versuch, durch Aus- 
schaltung des Passagehindernisses den Hund zu heilen, hat 
kein eindeutiges Resultat ergeben, weil eine liingere Beobachtung 
der Folgen dieses Eingriffs durch die todliche Peritonitis ver- 
eitelt: wurde. 

Versuch 4. Gelber Hofhund. Gewicht: ca. 21 kg. 

Am 27. V. Gegenschaltung von etwa 10 em Colon. 


2istiindige | Spez. Indigo- | 24 stiindige 
Datum -Harnmenge Ge- menge | Indigo- Bemerkungen 


pro 100 cem) 
in ccm | wicht | Harn in mg | menge 


I. Vorperiode. 


a) Nahrung 1 kg Fleisch. 


8./9. V. 850 | 1049 9,0 76,8 

9/10. V. | 1250 | 1043 7,8 90,9 

10,11. V. | 1046 7,6 65,4 | 

11./12.V., 680 | 1053) 86 | 

12.13. V. 735 105492 67.3 | 

13./14. V. 650 1053 «7,7 14. V. Gew. 21,2 kg. 
14.15. V. | 615 | 1054/ 86 | je52,6 | 

15./16. V. (16. V. >» 20,75 kg 
16./17. V. 1000 Nahrung: 1 kg 


| | 250 g Reis. 
17./18. V. 
bis 19./20. V. 
20./2 
21./23 


je 1770» 1024 | 3,05 | je63,1 | 18. V. Gew. 21,4 kg. 


2150 1015; 19 | 406 
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| 24 stiindige | Spez. Indigo- 24 stiindige 


Datum Harnmenge| Ge- ; ory Indigo- Bemerkungen 
pro cer 
incem | wit ht in mg menge 


b) Hunger. 
22.23. V. | nicht verarbeitet. 
23./24. u. 


24/25. V. | je 380 | 1034 | 8,0 | 15,2 

95.26.V.' 250 | 1039) 149 

26./27. V. | nicht verarbeitet. 27. V. Gew. 19,05 kg. 
Il. Nach der Gegenschaltung von 10 cm Colon. 

27,/28.V., 192 | 1049 | n. bestimmb. Spuren , Hunger. 

28/29.V.; 350 | 1041) 42 | 148 | > 

29./30.V.| 530 | 1053 | 9,9 | 500g FL, G. 17,4 kg. 

30./31. V. | 560 1047; 96 | 53,8 500 g Fleisch. 

31./1. VI. | zum Teil verloren, nicht bestimmt | 1 kg FL, viel Wasser. 

1/2. VI. 1780 | 1020) 4,5 | 80,1 | Gew. 18,3 kg. 


2. VI. mittags wurde das Tier, das bis dahin sehr munter 
war, mit vollsténdig aufgeplatzter Bauchwunde und_heraus- 
gerissenem, in Sticke zerbissenem Diinndarm tot gefunden. 

Die Sektion ergab ein prall gefiilltes Colon, das untere 
lleum war leer, die Ileocoecalklappe hatte also geschlossen. 

Versuch 4 zeigt zuniichst in der Vorperiode eine recht 
hohe Indicanausscheidung bei Fleischfiitterung als Normalwert, 
durchschnittlich 64 mg. — Bei grofen Hunden sind uns auch 
sonst mitunter so hohe Werte begegnet. Die Kohlehydrat- 
zulage drtickt die Indicanausscheidung nur wenig herab, dagegen 
fallt auch hier der Indigowert in der Hungerperiode sehr stark 
— bis auf 15 mg — ab. 

Nach der Gegenschaltung bleiben an den Hunger- 
tagen und nach Fleischnahrung die Werte innerhalb 
der normalen Grenzen. 

Versuch 5. Schiiferhund ca. 12 kg Anfangsgewicht. 

Am 20. V. 1902. Gegenschaltung von 12 em Colon. 

Der Hund starb schon am 4. Tage nach der Operation 
infolge Platzens einer Darmnaht. 

In der 7tiigigen Vorperiode schwankten bei einer Er- 
nihrung mit 500 g Fleisch und 50g Speck tiiglich die Indigo- 
werte zwischen 24 und 29 mg. 
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In der Hungerperiode wurden 3,2 bis 10,5 mg Indigo 
ausgeschieden, nach der Gegenschaltung 5,5 mg bis 9,8 mg. 

Auch in diesem Versuch also lieBb sich beim Hunger 
kein Ansteigen der Indicanausscheidung nach der 
Gegenschaltung konstatieren. 

Gruppe IIL 

Versuch 6. Junge graue Jagdhtindin, am 18. Marz im 
Institut geboren. Gewicht: 7,5 kg. 

Am 19, VI. Gegenschaltung von 10 cm Heum, 100 em 
liber der Teocoecalklappe. 


| 24 stiindige | Spez. Indigo- 
Datum | Harnmenge = Ge- menge 


| 24 stiindige 
. pro 100 cem! 
In cem wicht | 
| 


Indigo- 
menge 


Bemerkungen 


Harn in mg 


I. Vorperiode. 
a) Nahrung: 500 ¢ Fleisch und 50 g Speck. 
12/13. VI. | 425 «| 1088 | 
13/14. VL 360) | 1052 | 44 16,0 
14./15. VI. | 
je 280 1056 68 je 19.1 
15./16. V1. 


b) Hunger. 


16.17. VI. nicht untersucht. 
17./18. VI. 190 1032 1.7 33 
18./19. VI. | 108 1039 4,3 4,7 19. VI. Gew. 7,9 kg. 


Il. Nach der Gegenschaltuneg. 


19./20. VI. 110) | 1057 2,0 2,8 Hunger. 
20./21. VI. 35d 1025) 59 20.9 
m.blut. Kot 
21./22. VI. 280 «1048 | 5,9 16,05 > 
m.etw.Blut. | 
22./23. VI. 250 | 1062 13.55 | 33,9  d00 Fleisch. 
| 
23./24. VI. 220 | 1040} 9,7 | 21,3 |500 » > 
24/25, VI. | 300 | 1047 | 22.65 >» > 
25.26. VI. | 300 | 1054.) 5,8 | 47, Gew. 83 kg, 730 g 
| Fleisch u. 75 g Speck. 
26./27. VI. | 1089 4,9 27,0 | 27. frih 2 mg Apo- 


morphin subkut., er- 
bricht nur etwas 
Schleim, Magen leer. 
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24stiindige  Spez. Indigo- 24 stiindige 


Datum Harnmenge = Gie- | menge | Indigo- Bemerkungen 
pro 100 ccm) 
in com wich 


|}Harninmg| ™enee 


27./28. V1. 260 1056 7,4 19.5 
VI. 330 1058; 8&8 P40) 
VE. 595 1037 4,2 42.7 
0. /VI.1./ VI. 400) 1050 8,8 35,2 
VIL. B50 1059 10,2 35.7 
2./3. VIL. 325 -:1059 7,9 23.8 
3./4. VIL. 335 =| 1057 7.0 23.6 
4./5. VII. 335 L060 66 220) Gew. 9,9 ky. 
VIE je 338 106-4 7. VIL Gew. 10,3 kg. 
9./10. VII. 340 1062 25,2 9. VIE 10.5 kg. 
11. VIL. 440) 1061 759 Mit dem Fleisch 6 
Korkstiickchen, je 2 
em lang, verzehrt. 
Vil. 420» 1053 7,9 33,1 Im Kot 3 Korkstitekchen. 
Gewicht 10,75 kg. 
12./13: Vil. 490 5,2 25,3 Futter teilweise er- 
brochen. 
13./14. VIL 470 10-47 37 17,4 
li. 15. VIL a70 1047 4,6 26.05 
15/16. VIL 650 1039 6,8 43.9 Gew. 10,8 kg. 
16./17. VIL. 400) L055 8.) 
17./18. VII. 480 L055 40.6 Gew. kg. 
18./19. VII. 330 1059 (69 


Am 19, Probelaparatomie zur Aufklirung iiber den Ver- 
bleib der 3° Korkstiickchen, die nicht mit) dem inzwischen 
entleerten Kot abgegangen waren. Sie sind in einer Reihe 
angeordnet deutlich unmittelbar tiber der obern Naht fiihtbar. 
Die Dilatation zu beiden Seiten der obern Naht ist deutlich, 
wenn auch nicht stark ausgebildet. 


24+sttindige  Spez. Indigo- t stiindige | 


Datum |Harnmenge Ge- menge Indigo- | Bemerkungen 
jpro 100 cem 
in ccm wicht | Harn in meg moenge 
19/20. VIL. 460 1025 4 AD 20.5 Hunger. 
20./21. VIL. 379 1050 11.9 44.6 700 ¢ Fleisch und 


79 Speck. 
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24stindige Spez. | Indigo- | 2¢stiindige | 


Datum Harnmenge | menge Indigo- Bemerkungen 
ipro 100 ccm 
in ccm wicht Harn in mg menge 


Vom 21. VIL an die gleiche Nahrung mit Knochen. 


21.22. VII. 490 | 1063 | 15,3 69 

22/23. VII. | 835 | 1033 | 63 52,85 

23.'24. VII. 475 1050 93 44.2 | Knochenkot entleert. 
24.20. VIL 650 6,7 43,5 | Knochen erbrochen. 
25.26. VII. | 515 | 1052 8,45 43,5 | Fleischkot entleert. 


26./27. VII. 
27.28. VII. | | 
28./29. VIL | 300 | 1043 
ein grofer | 
veri. | | 
29/30. VIL | 1045 | 
| mit | 
 Erbrochenem 
30/31. VII | 1048 
| mit | 
Erbrochenem 


je505 1051. | 18,85 | je95,2 | Exbrechen. 


16 | — 


Gew. 13,4 kg. 


31,/VIL1j/VIL} 5350 | 1049] 144 | 79,4 
mit | | | 

Erbrochenem 
1/2. Vill. | | 1053 | 15,35 


_Gew. 13,7 kg. 


| 
13,8 | 75,9 
| 


m. Kot ver-, 


1 


rein, LOLS | 38 Lal Gew. 13,9 kg. 
VIL je 1048 | 22,4 Je 112,15 VIII. nichts ge- 
Kot ver-! fressen. 
-unreinigt | | 
5/6. VL je 1066 | 34,0 je 1241 | Gew. 14,2 kg. 


6.7. VIL. 
705. VIL. 


je 407 1051 | 48,5 je 197,5 Gew. 13,5 kg. 
11./12. VIL. 
12.13. VUE 

Am 13. VII. mit Chloroform getétet. Gewicht 13,15 kg. 
Sektion: Die untere Naht liegt 90 cm tiber der Ileocoecal- 
klappe, die Linge der gegengeschalteten Schlinge betriigt nur 

4,5 em gegen 10 bei der Operation.!) Abstand vom Pylorus 

bis zur obern Naht 240 cm. Starke Erweiterung des Darm- 

lumens: (9,5 statt 5 cm innerer Umfang), die Darmweite betrig! 
noch SO em oberhalb der obern Naht 7 em. — 


je 385 1037, 302 je 116.2 


je 400 1040 BBA je 1404 13.8 ke. 


1) Vel. hierzu unsere erste Mitteilung, am Schluf. 
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Versuch 7. Junge, braune Jagdhiindin vom gleichen 
Wurl wie 6. Gewicht etwa 7 kg. 


Am 18. VI. 1902. Gegenschaltung von ca. 10 em Colon. 


Indigo- 


2+stiindige | Spez. 2é#stiindige | 
Datum Harnmenge)  Ge- Indigo- Bemerkungen 
| pro 100 ccm 
ineem wicht in mg menge 
I. Vorperiode. 
a) Nahrung: 500 g Fleisch und 50 g Speck. 
11./12. VI. | 315 | 1043 90 
12.13. VI. | |: 1033 3,5 19,1 
13/14. VE 276 | 1059 3,8 10.5 
£45 VI |. 
15./16. VI. | 
b) Hunger. 
16./17. VI. 118 1046 | 4,6 
7.18. VI. dD 1066 7,0 3,9 
ll. Nach der Gegenschaltuneg. 
18/19. VI. 73} 1069 3,85 Gew.7,25kg, Hunger. 
19./20. VI. 138 | 1062; 59 | 8.1 > 
20./21. VI. 220 =| 1023 | 3.6 7,9 | Milech 
21.22. VI. | nicht verarbeitet, weil der Harn iiber 
Nacht stark gefault war. 
| 246 | 1043 14.5 500 ¢ Fleisch. 
23/24. VI. | 235 1039 11,3 Gew. 7,00 kg. 
m.etwas Kot 
24./25. VI. | 210 1058 6.9 14.5  Gew. 6,95 ke. 
m,etwas Kot 
25./26. VI. 250 1040 3,8 95  Gew. 7.00 kg. 
Vom 25. VI. an: 750g 
| Fleisch und 75 g Speck 
26./27. VI. B45) 1059 4a 25,6 Gew. 7.2 kg. 
97./28. VI. 185 1057 7.0 17.0 Auf 2 mg Apomorphin 
erbricht der et- 
was galligen Schleim 
und Spulwiirmer. 
Magen leer, 
28./29. VI. 390 1057 11.6 45,24 Gew. 7.4 kg. 
m. etwas Kot 
29./30. VI. 1057 7,2 
m.etwas Kot 
50. Viob.1. VIL. 280) 1061 9,5 26.6 
1./2. VIL. 280) 1066 13.3 37,2 
m. etwas Kot 
2/3. VI. 300) | 10,35 31,05 
5.4. VIL. 320 1070 10.9 34,8 
4.5. VIL. 290 10.6 Gew. &8 kg. 
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Am 5. VIL. wurde eine Probelaparatomie gemacht, weil 
das verhéltnismifig jiohe Anstelgen der Indicanwerte seit dem 
PS. VI. den Verdacht erweckte, dali die Heocoecalklappe 
undicht geworden sei und die Stauung sich bis in das Tleum 
erstrecke. Die Inspektion bestiitigte die Vermutung. Nicht 
nur der Dickdarm, sondern auch das Heum war auf eine 
Strecke von 20em oberhalb der Klappe prall geftillt und) stark 
erweltert, 


Yéisttindige | Spez. Indigo- 24 stiindige 
Datum Harnmenge; Ge- ™Menee Tndigo- Bemerkungen 
Im ecm wicht Harn in mg menge 
je 193 L070 je 34.5 Am7. VIL. Gew. 3.3 kg 


Bei dem Tlunde, der auch nach der Operation am 5. VIL. 
sehr bald munter war und seine tiigliche Ration auffrah. zeigte 
sich am &. VIL. ein Netzvorfall. Das Netz wurde in Narkose 
reponiert und die Bauchwunde von neuem verniiht. Von 
dieser Operation. erholte sich der Hund nicht mehr, sondern 
starb am 9. VIL nachmittags 6 Uhr. — 

Sektion ergab diffuse Peritonitis mit grobem eitrigen 

Resume iiber Gruppe Il: Die Versuchsbedingungen 
waren so gleichmiibig gewiihlt wie nur modglich. Die Hunde 
stummten vom gleichen Wurf, waren bis zur Anstellung des 
Versuchs stets in der gleichen ernihrt und erhielten 
wiihrend der Versuchsdauer ebenfalls die gleichen Rationen, 
Die Liinge der gegengeschalteten Schlingen betrug bei beiden 
em. Die fiubere Gleichmiibigkeit bewirkt aber, wie wir 
durch die Autopsie am lebenden Tiere feststellen  konnten, 
nicht den gleichen Effekt fiir den die Indicanausscheidung vor- 
wiegend beeinflussenden Vorgang, die Stauung des Darminhalts. 
Ber Hund 6 war die spindelformige Erweiterung um die obere 
Naht nach # Wochen noch gering, bei Hund 7 nach 17 Tagen 
schon sehr stark. 

Dies mag teilweise seinen Grund darin haben, dab die 
peristaltischen) Bewegungen des Dickdarms entsprechend der 
groberen Stiirke seiner Muskulatur ausgiebiger sind als die des 


pate 
At. 


Einfla® von mechanischen Hindernissen im Diinndarm ete. #1) 


Diinndarms. Bedeutungsvoller diirfte die Beschaffenheit des 
Darminhalts sein: In die gegengeschaltete Diinndarmschlinge 
kommt bet Fiitterung mit Fleisch und Speck nur eine diinn- 
breiige Masse, der Dickdarminhalt dagegen hat eine wesentlich 
festere Wonsistenz. Die geregelte Darmperistaltik kommt aber 
in erster Linie fiir die Fortschaffung festen Materials in Betracht, 
wie wir an anderer Stelle bereits ausgefiihrt haben und noch 
auf Grund neuerer Versuche weiter auseinandersetzen werden. 

Deshalb ist es riehtiger, die Indicanwerte des Hiundes 
mit) Diinndarmgegenschaltung bet Knochenfiitterung mit 
denen des Hundes 7 bet Fleischfiitterung zu vergleichen, als 
die beider Hunde bet Fleisehfiitterung. 

Deutlich ist tibrigens der Unterschied in der Wirkung des 
Diinndarm- und Dickdarmhindernisses auch bei einem direkten 
Vergleich. 

Die Indigoausscheidung im Hunger bleibt ber Hund 7 
ziemlich in den normalen Grenzen, bei Hund 6 steigt sie sehon 
am zweiten Hungertage schroff in die Hohe. Ob dabei die 
geringe Blutung aus der Darmnaht von Bedeutung ist, bleibt 
freilich dahingestellt. 

In den ersten 3 Tagen der Fleischfiitterung nach der 
Gegenschaltung tbersteigen die Indigowerte des Hundes 6 
siimtlich die normalen, zum Teil betrachtlich (33,9 mg gegen 19,1), 
bet Hund 7 legen sie alle in den normalen Grenzen. 

Nachdem die Knochenfiitterung ihre Wirkung geltend 
gemacht hat, steigen die Indigowerte bei dem Hund 6 auf 
LOO me und zum Sehlub bis fast 200 me. 

Wichtiger als dieses regelmiifig beobachtete Verhalten 
sind die lokal-diagnostischen Schliisse, welche die quantitativen 
Bestimmungen bei dem Hunde 7 ermoéglichten. Allein der 
Anstieg der Indigomenge vom 28./29. VI. an fiihrte uns zu 
dem durch die Probelaparatomie bestiitigten Schlusse, dal die 
lleocoecalklappe undicht geworden. sei. 


Es wurde oben bereits darauf hingewlesen, wie groben 
Linflub die Liinge der gegengeschalteten Schlinge auf die Stauung 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XNXVIIL. 28 
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des Darminhalts oberhalb austibt. Selbst wenn sich feste 
Korper im Darm befinden, so ist die Moglichkeit gegeben, dab 
die obern Partien des festen Darminhalts, auf welche die 
gewOhnliche peristaltische Bewegung wirkt, die untern durch die 
gegengeschaltete Schlinge vor sich herschieben, vorausgesetzt, 
dah die Siiule festen Darminhalts liinger ist als die gegen- 
geschaltete Schlinge. Der Versuch mit den Korkstiickchen am 
Hund 6 veranschaulicht diesen Vorgang, 

Aber noch in anderer Hinsicht ist die Liinge der gegen- 
geschalteten Schlinge von mabgebender Bedeutung, nimlich fiir 
die Menge des in der Schlinge selbst gestauten Inhalts. 

So. erkliiren sich die sehr schnell auftretenden enorm 
hohen Indicanwerte in den beiden folgenden Versuchen: 

Versuch & GroberSchiferhund. Anfangsgewicht ca. 29 kg. 

Am 7. VI. Gegenschaltung des ganzen Diinndarms vom 
Ende des Duodenums bis 10 cm oberhalb der Ileocoecalklappe. 


24stiindige | Spez. | Indigo- 24stiindige 
nge 
Datum |Harnmenge| Ge- | — meng Indigo- Bemerkungen 
| 100 cem 


in com wicht | ‘Harn in mg menge 
Vorperiode, 
Hunger. 
VI. nicht untersucht 
203 1029 305 je 17,7 
| i 
228 | L018 | je 10,5 
6./7. VI. nicht untersucht. 
Il. Nach der Gegenschaltung. 
89. VI je O85 1027} 18,5 | Gew. 27,45 kg. 
 verunreinigt, Hunger. 
mit Kot | 
und Er- 
brochenem 
9/10. VI. 530 | 1082) 19,7 | 1044 |Hunger. 
mit kr- 
brochenem | 
10,11. VI. Ma 1038 19,7 79,8 1 Liter Milch. 
11./12. VI. 1041 17,95 72,7 Liter Milch. 
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24stiindige | Spez. Indigo- 2% stiindige 
Datum Harnmenge, Ge- mong? Indigo- Bemerkungen 
- pro 100 cem 
incem | wicht |‘Harn in me menge 
12./13. VI. 187 1031 21,65 | kg Fleisch. 
rein | 150.8 - 13. IV. auf 4 mg 
Qs pomorphin Erbrechen 
und fakal stinkender 
und Er- | | Fliissigkeit. 
brochenem 
13./14. VI. 520 | 1042, 34,3 | 178.5 | Gew. 24.0 kg, abends 
| | « Fleisch. 
14/15. VI. ; 1150 | 1038; 42,2 | 485,58 | Vom 14. an 1 kg 
| | | Fleisch. 
15/16. VI. 600 1033. | 25.9 | 155.2 | Fester Kot. 
16./17. VI. 845 | 1033 | 264 | 2231 | 
17./18. VI. 870 | 1036 29,4 | 259,707 | Gew. 24,47 kg. 
18/19. VI. 1005 | 1032 | 246 | | 
19./20. VI. 1250 | 1032 23,6 294,8 | Nachts Erbrechen. 


| 
| 
| | 

| | 

590 | 1027; 49 | 291 
| | 

| 

| 


20./21. VI. Vom 20. an nichts 
| |  gefressen. 
21/22. VI. 535 | 1026 | 11,1 | 593 | 
22./23. VI. 410 1021 106 434 | 
| mit Er- | | | 
brochenem | 
Vi. 240 1023 27.4 | 65,8 | Nachmittags gestor- 
aus der | | | ben. 
| Blase ent- | 
| nommen | 
Sektion: Magen stark dilatiert. — Schleimhaut gerotet. 


Betriichtliche Eweiterung oberhalb der obern Naht, am stiirksten 
etwa 5 cm oberhalb derselben, noch betriichtlichere Erweiterung 
unterhalb derselben, etwa 1 m weil sich in die gegengeschaltete 
Schlinge erstreckend. 
Versuch 9. Grofe Hiindin. Anfangsgewicht ca. 27,5 kg. 
Am 3. VII. Fast totale Diinndarmgegenschaltung wie in 
Versuch 


24 stiindige | Spez. | Indigo- 2+ stiindige 
| > 
Datum Harnmenge| Ge- | ery Indigo- Bemerkungen 
in ccm wicht | Harn in mg menge 


I. Vorperiode. 
28./29. u. 


29./30. VI. je 488 7,6 je 37,1 1 kg Fleisch. 
30. VI.—1. VIL. 212 1050 04 19.9 | Hunger. 

1.2. VIL | 165 | 1058 =99 163 Hunger. 

2.3. Vil. | 330 | 1036! 66 | 24,7 | Hunger. 
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| 2éstiindige | Spez. Indigo- 24 stiindige 
Datum Harnmenge Ge- Indigo- Bemerkungen 
| pro 100 com) 
In cem wicht Harn in mg | menge 


Il. Nach der Gegenschaltung, 


3./4. VIL. BOQ | 1047 3,7 11.1 Gew. 26 kg. Hunger. 
4/5. VIL. 445 1028 3.6 16.15 Hunger. 
mit 
brochenem 
d./6. VIL. 210 LOGS 16.5 34.7 Hunger. 
6.7. VII. 340 1056 66.2 225.0 Fleisch, 
7./8. 1053 329.1 500 Fleisch. 
mit diarrh, 
Kot 
8.9, VIL. 730 1039 27.7 202.4 ¢ Fleisch. 
mit diarrh, 
Kot 
VIEL. 1050 291.7 1 kg Fleisch. Gew, 22.2 kg 


10. VII. Apomorphin- 
injektion. Erbrechen 
von etwas unverdau- 


m. etwas Er- 
brochenem 


Vil, a92 1047 03.0 513.6 tem Fleisch und einer 
11./12. VU. 990) 1043 43.65 


nicht fakalriechenden 

Fliissigkeit.Abends 1kg 

Fleisch, 

12./13. VII. 104-4 370.9 12, VIL. mitt.6 Korkstick- 
chenim Fleisch, Nachts 
fester Kot. 


13.14. VU. 1042 37,8 308.6 Reichlich fester Kot. 
1415. VIL. 1037 14 VIL Auf Apomorphin 


wird eine hochst faku- 
lent riechende Flissig- 
keit mit den 6 Kork- 
stiicken erbrochen, 


ld. VOL. 1028 243.4 Vom 1d. anwenig ge- 
fressen. Gew. 21 kg. 

16./17. VIL. L025 196.8) Hunger. Sehr matt. 
16. fester Kot. 

17./18. VII. 460 1020 6.1 30,8)... 17. VIL. fester Kot. 


46.9 
15.7 


post mortem 
aus derBlase 
Nachts gestorben. 


Sektionsbefund iihnlich wie bei Versuch 8. Dilatationen 
veringer, 

Die Hohe der Indicanmengen, welche in Versuch & noch 
withrend des Hungers, in beiden Versuchen sofort mit dem 
Beginn der Fleischfiitterung auftraten, ist nur mit der zu ver- 
gleichen, welche bei Gegensehaltung kleinerer Diinndarmstiicke 
erst nach Verlauf von einigen Wochen erreicht wurde, z. B. in 
Versuch 3° Anfang April, in Versuch 6 in der zweiten August- 


wy 
| 
4 | 
fea 
ae 
T 
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woche. In der Tat sind auch bei beiden Kategorien die Be- 
dingungen fiir die Indolbildung fast die niimlichen: eine weit 
in das [eum hinaufreichende Stauung in dem = untern bezw. 
urspriinglich untern kiinstlich nach oben geschalteten  Teile 
desselben. Dazu kommt in den Versuchen mit fast totaler 
Gegenschaltung noch eine Stauung 1m Duodenum, die bis zum 
Magen oder unmittelbar an diesen hinaufreicht, wie aus dem 
Verhalten der auf Apomorphingaben erbrochenen Massen hervor- 
geht. Die Fiulnis im Duodenum ist wohl mehr dem Eintreten 
des Inhalts der gegengeschalteten Schlinge in dasselbe zuzu- 
schreiben als dem hochsitzenden VPassagehindernis an_ sich. 
Denn weitere Versuche lehren, dah bei héher im Diinndarm 
angebrachten Hindernissen die Indicanausscheidung weniger 
stark ist oder zum mindesten weniger schnell ansteigt als bei 
solchen im untern Ileum. 

So zeigte im Versuch 10 ein Hund von 20 kg,!) bei 
welchem die Gegenschaltung gerade in der Mitte des Diinn- 
darms vorgenommen wurde, an den ersten Tagen mit Fleisch- 
nahrung Werte zwischen 49 und 74,5 mg Indigo, withrend 
bei dem Hund 38 die Indigomenge sofort auf tiber 100 mg stieg 
Deutlicher aber veranschaulicht die folgende letzte Gruppe von 
Versuchen diese Verhiiltnisse. 

Gruppe IV. 

Versuch 11. Kleiner Affenpinscher. Anfangsgewicht 
etwa 6 kg. Am 10. VI. 1902. Gegenschaltung von 10 ¢m 
Jejunum dicht unter dem Duodenum. 


24 stiindige | Spez. Indigo- | 24 stiindige 
Datum Harnmenge Ge- Indigo- Bemerkungen 
pro 100 ccm 
in ccm wicht | Harn in mg menge 


I. Vorperiode. 
a) Nahrung: 500 ¢ Fleisch. 
1.2. VIL | je 115) | 1053 15.4 | Je 22,1 
2./3.u.3.4.VIL} je 280 | 1059! 148 | je 414 
4.5.0.5. 6. VIL) nicht untersucht. | 


1) Vel. das ausfiihrliche Protokoll tiber dieses Tier in Versuch NII 
unserer Publikation im Arch. f. klin. Chirurgie. 
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24 stiindige 
Datum Harnmenge 


in ccm 


Spez. Indigo- 24 stiindige 
Ge- | ‘menge Indigo- 
100 
wicht | Harn in mg | meng 


Bemerkungen 


6.7.07. 8. VIL. 50 ¢ Ricinusél zur Reinigung des Darms. 


1O.VIL je 24,5 
LI. 
VIL. 160 
11./12. 
12.13. VIL 216 
13/14. VIL 251) 
14/15. VIL. 390) 
5/16. VIL. | 660 
16./17. VIL.| 270 
17./18. VIL.!| 275 
VIL 270 
19/20. VIL. 360 
2021. VIL 296 
21,22. VIL. 385 
2223. VIL 265 
93.24. VIL. 340 
24/25. VIL} 360 
25.26. VIL 360 
26,/27. je 365 

u. 27./28. VII. 
28.29, VIL. 192 
29.30. VIL 331 
30.31. VIL) 480 
bis 
2.3. VIL je 363 


Am 4. 


getotet. 


b) Hunger. 


1047 — je 6.6 


6i 
1047 | — | 68 
1051 94 | 20,4 
1056 14.6 36.6 
10-40 87 | 33,8 
1028 49 | 32.4 
1050 | 10.8 29,3 
1038 | 7,5 | 20,7 
10,6 
1042 7,8 | 27,6 
L048 78 | 
1051 14.1 | 543 
| 
1041 62 | 137 
1046 | 11,1 | 37,8 
1050 | 14,6 52,5 
1036 | 62 | 223 
1032, 7,0 je 25,7 
1042) 148 | 284 
1043' 85 | 280 
1035 7,7. | 87,15 
103 10,8 je 31,65 
| 
1038 | 10,7 je 39,4 


weiterung um die obere Naht. 


Nicht untersucht. 


Nach der Gegenschaltung, 


| Gew. 5.6 kg. 

| Harnstammt wohl z. T. 

| noch von der Zeit vor 
d. Operation.— Hunger. 


Hunger. 


12. an 500 g Fleisch. 


| Wenig gefressen. iew. 5,65 kg. 


| Gew. 8,2 kg. 

| V.17. an: 500g Fleisch 
| u. 50 g Speck. 


VIL. vorm. Auf 1,5 mg 
| ApomorphinErbrechen 
| v.etwas galligem, nicht 

riechend. Mageninhalt. 


Wenig gefressen. 


21. an: Knochen 
} zum bisherigen Futter. 
| Am 22. wenig gefressen. 


Knochenkot entleert. 


| 
| 


Wenig gefressen. 


Gew. 5,9 kg. 


Gew. 5,8 kg. 
1. VII. Gew. 5,95 kg. 
2. VIII. Gew. 6,2 kg. 


Sektion ergab nur geringe Er- 
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Versuch 12. Kleiner weiber Terrier. Anfangsgewicht 
ca. + kg. 

Am 25. VIL Gegenschaltung von 10 em Ileum dicht iiber 
der Klappe. 


2+stindige Spez. Indigo- 24 stiindige 
Datum Harmmenge Gie- Indigo- Bemerkungen 
‘pro 100 com 
in ccm wicht |! menge 


| Harn in mg 


l. Vorperiode. 


a) Nahezu Hunger. 
16.17. VII. 


17/18. VIL. je 6d 1048 9.0 je 58 
18.19. VIL) 1200 1041S 6.6 
19.20. 105 | 1036) — 5.2 
b) Nahrung 250 ¢ Fleisch und 25 g Speck. 
22,23. VII 


131 1048 126 | je 16, 


| 


c) Hunger. 
24/25. VIL. | 62 — — 14,2 


Il. Nach der Gegenschaltung. 


26.27. VIL je 140 1026-3345 | je 48 Hunger. 
27.28. VIL) 150-1052 | | 10,9250 g Fleisch. 
28,29. VII.| 154 | 1033} 153 | 236 
29,30. VIL.) 205 1043 | 144 | Gew. 3,7 kg. 
30/31. VI.) 210 | 1042 56 | 11,8 
180 | 1047) 127 | 228  Gew. 3.6 kg. 
1/2. VII.| 355 | 1085 | 101 | 35,7: | vom 4. VIII. wurden 


gegeben, die aber nur 


| 

| Knochen zum Futter 
| am 1. u. 2. gefressen 
| 

| 


| 
| | wurden. 
2./3. VIII.) . 305 | 1047 | 132 35 
U. | | | 
190 | 1054} 120 | je 228 5. VIII. Gew. 4,0 ky. 


5/6. Vill. 
78. vin. 350 | 1047) 69 | je 240 | 7.VII. 41 >» 
8.9.-10, 11. VIL) je 307 | 1048 9,7 | je 29,7 » 42 » 
11. 12.012. je 282 | 1049 8,4 | je 23,6 (13. » 4,25> 
13. 14-15 16 VI je 312 =| 1045 8,45 | je 263 » 43 > 
16. 17.-18. 19. VII. je 303 | 1046 8.7 je 26,2 (17.VIll. » 43 
7 


19./20.-21./22. VI.) je 310 1045 je 25.5 (20. VIEL » 4,45 > 
22.23 25. VI.) je 308 | 1047 95 | je 24,5 22.Vill » 45 >» 


} 
23 24. VIL. | 
23./24. 
> 
OR 
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Am 25. VIII. getotet. Sektion ergibt miifig starke 
spindelformige Erweiterung um die obere Naht. Im Diinndarm 
diinnbreiiger gelber Inhalt, keine Spur von Knochen, im Colon 
diinnbreiiger, graubrauner Inhalt. 

Versuch 13. Schwarzer, kleiner Spitz. Anfangsgewicht 
ca. DD ke. 


Am 11. VIL Gegenschaltung von 10 em Colon. 


| 2estiindige 
Datum Harnmenge Ge- menge Indigo- 
pro 100 cem 
Harn in mg | 


2estiindige  Spez. Indigo- 


Bemerkungen 


In com wicht menge 


Vorperiode. 
a Nahrung 000 g Fleisch. 
30. VIL. | 


1/2 VI je 150 1054 14,5 je 21,75 
| 

3 4 Vil | je BOO 1056 6,0 je 18,27 


4.5.u.5./6.V nicht untersucht. 


b) Hunger. 
6/7.u7.,8. VIL!) 50 ¢ Ricinusél, Nicht untersucht. 


Il. Nach der Gegenschaltung. 


12.13. VIL Je 1050 16.6 | je 8,95 Hunger. 
13/14. VIL | 1046 81 15,0 Wenig Fleisch ge- 
mit etwas fressen. 
Kot | 
14.15. VIL 7) 1055 8.4  Nichts gefressen. 
15.16. VIL S+ 1030 — | 10.5 Wenig gefressen. 
16./17. VIL. 182. «1048 13,7, 23.0 500 Fleisch. 
mit etwas | 
Kot 
17/18. VIL. LOGS 12.5 43,7 290 ¢ Fleisch, 50 g 
| Speck, Gew. 4,6 kg. 
18./19. VIL. 160) 1061 19,7 | 31,5 | 18. Hunger. 


Am 19. Probelaparatomie wegen der hohen Indicanaus- 
scheidung: Auber dem ganzen Colon ist auch das untere Ende 
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des Ileum etwa auf Fingerliinge gefillt, die [eocoecalklappe 
ist insufficient; der Inhalt laBt sich nach beiden Seiten gleich 
leicht verschieben. 


2éstiindige Spez. | Indigo- 2¢stiindige 


Datum Harnmenge Ge- WR Indigo- Bemerkungen 
in com wicht | Harn in mg | menge 
19.20. VIL. 160 13,2 | 21,1 Wenig gefressen. 
20.21. VIL 1046 200 | 28.6 
21./22. VII. 170 1061 17,8 | 30.3 500 Fleisch. 
22,/23. VIL. 133 1047 184 | 245 
9324. VIL. | 400 1050 8,2 53.0 
24.25. VIL 285 16.9 | 412 
25.26. VI. | 230 | 1052; 163 | 37,6 | 
26./27.0.27. 28.01.) je 210 L046 15,5 | je 325 | 
28,29. VIL | 102 | 104) 240 | 
29/30. VIL. 270 1056 10,45 28.2. | Gew. 5,0 kg. 
VIL 480) 1016 | 4.8 23,0 
31. VIL/1. 105 1022; 11,7 12,3 
1/2. VIL. | 13d 1028 279 37.7 1, VIII. Knochen zum 
| Futter, werden nur ein- 
je 17,6 mal gefressen, spiiter 


2.3.0.3/4 VI. | je 183 1046) 

entweder verweigert 
oder erbrochen. Es er- 
schiennie Knochenkot, 
Vom 1, an wenig ge 
fressen, 


je 118 | 144 je 16.85 5. VILL Gew, 4,95 kg. 

6.7.u.7,8. VIL je 80 | 1048! 230 je 

8.9.10. 11. VII) je St | 1044) 194 je 13.2 9. VIL Gew. 4,7 kg. 

| | | > 45 » 

1.12012 1301. je 55 | 1049) 43,05 je 23.7 | Vom 12. an tiglich 
| | etwa 250 ¢ Fleisch. 


16. VIL! je 65 1039) 29,7 je 19.3 18. VIIL Gew. 4.3 kg. 
| | | 15.VIIL >» 4.2 > 
16.17.-18,19. VI. je 64 | 1052) 340 je 41 
19.20,-21./22. VII, je 116 | 1056 | 223 je 25.9 |20.VIIL » 42 
| 


VII) je 242 | 1046 | 11,7 | je 284 4: 


© 


Am 25. VIII. getétet. Sektion: Colon von der unteren 
Naht aufwiirts auBerordentlich stark erweitert, an der oberen 
Naht (zirkuliire Narbe!) etwas enger, dariiber wieder weiter 
werdend, aber nicht so stark wie unter der oberen Naht. 
Stelle der Heocoecalklappe durch eine nur seichte Einsehniirung 
markiert. Die Erweiterung geht am unteren Ileum noch 10 em 
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aufwiirts, erst langsam, dann schnell abnehmend. Coecum 
lang und fast so weit wie das untere Ileum. 

Im Reetum ein harter dunkler Kotballen, darin Haare 
und einige kleine Knochensplitter. Von der unteren Naht 
aufwiirts bis zum Ende der Erweiterung des Ileum, ebenso im 
Coecum pralle Fiillang mit dunkelbraungrauem, dickbreiigem 
Kot: darin eine grobe Anzahl runder und léinglicher Haarballen 
mit glatter Oberfliiche, sehr fest gedreht, in welchen verein- 
zelte Knochensplitter sitzen. — Schleimhaut normal. 

Resumé tiber Gruppe IV: Der Versuch 13 (Colon- 
gegenschaltung) zeigt ganz iihnliche Verhaltnisse wie der ent- 
sprechende Versuch 7 der dritten Gruppe: Die Indigomenge 
bleibt in der ersten Woche nach dem Eingriff innerhalb der 
normalen Grenzen und geht plotzlich in die mit 
dem Moment, wo die Tleocoecalklappe undicht wird. Die 
Probelaparatomie bestiitigt auch hier — und zwar unmittelbar 
nach dem Anstieg der Indigomenge — den aus der Indican- 
ausscheidung gezogenen Sehlub. 

Von dieser Zeit an verhiilt sich der Hund wie ein Tier 
mit Gegenschaltung im unteren Ileum. Die Indigowerte steigen 
bei reiner Fleischfiitterung nicht sehr erheblich, aber deutlich 
iiber die Normalwerte; nach Knochenfiitterung, welche leider 
nur kurze Zeit durchgefiihrt werden konnte, ist der Anstieg 
stark, ganz wie bei dem Hunde 12. 

Im Gegensatz zu diesen beiden Versuchstieren mit der 
Stauung im unteren Ileum zeigt Hund 11, bei welchem das 
Passagehindernis hoch im Jejunum gelegen ist, wihrend der 
ganzen Versuchsdauer Indicanwerte, die tiber die Ausscheidung 
vor der Operation nicht hinausgehen; nur an zwei Tagen der 
Knochenfiitterungsperiode erhebt sich die Indigomenge vortiber- 
gehend iiber den Normalwert, um sofort wieder zur normalen 
Hohe abzusinken. 

Dieses unterschiedliche Verhalten je nach dem Sitze der 
Darminhaltsstauung stimmt gut mit der Beobachtung Leichten- 
sterns!) am Menschen zusammen, wonach Verschluf des Duo- 
denums keine Indicanvermehrung hervorrief. 


1) Verhandl. d. VII. Kongresses fiir inn. Med., Wiesbaden 1889, S$. 58. 
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Uberblicken wir die Ergebnisse unserer Versuche, so 
liefern sie zuniichst eine vollstiindige Bestiitigung der Resultate 
von Jaffe: Stauung im Diinndarm bewirkt starke, Stauung im 
Dickdarm keine Indicanvermehrung. 

Eine Erweiterung der Jaffeschen Lehre bringen unsere 
Versuche insofern, als wir zum zweiten Teile der oben auf- 
gestellten Regel noch den bisher experimentell nicht gestiitzten 
Zusatz fiigen diirfen: Wenn bei einem Passagehindernis im 
Dickdarm eine Indicanvermehrung auftritt, so ist zu der Stauung 
im Colon eine Stauung des Diinndarminhalts hinzugetreten. 

Wir glauben nicht, daf die priizise Diagnosenstellung tiber 
die Funktion der Heocoecalklappe moglich gewesen wiire ohne 
eine exakte quantitative Indicanbestimmung. Der ungefihren 
Schiitzung des Indicangehalts wiiren solche Anstiege der Indigo- 
mengen, wie sie in Versuch 7 und 13 konstatiert wurden, 
wohl leicht entgangen, und wir mochten an der Hand dieses 
Beispiels auf den Wert der jetzt bequem und sicher auszu- 
fiihrenden quantitativen Indicanbestimmungen auch in der kli- 
nischen Praxis hinweisen. Die klinischen Symptome des Darm- 
verschlusses setzen oft ganz akut ein, obwohl ein Hindernis 
fiir die WeiterbefOrderung des Darminhalts schon lange be- 
steht. Es wird die Aufgabe klinischer Untersuchungen sein, 
festzustellen, ob nicht durch fortgesetzte quantitative Be- 
stimmungen des Indicangehalts eine langsam zunehmende 
Darmstenose manchmal schon zu einer Zeit erkannt werden 
kann, wo ohne diese bestimmungen die unsicheren und ge- 
ringen Symptome nur die Vermutung eines solchen Leidens 
zulassen. Unsere Versuche mit der Gegenschaltung kleiner 
Darmstiicke liefern wenigstens fiir den Hund den Beweis, dab 
schon geringfiigige Instaltsstauungen im Diinndarm in der Ver- 
iinderung der Indicanwerte ihren Ausdruck finden, und daf 
mit der Zunahme der Stauung, z. b. wenn Knochen in dem 
Darmstiick festgehalten werden, die Indicanmenge allméahlich 
weiter wiichst. 

Weiter haben unsere Versuche den ziffermiébigen Nach- 
weis erbracht, von wie weitgehendem Einfluf die Erniihrung 
auf die Indicanausscheidung sowohl bei normalen Verhiiltnissen 
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ils beim bestehen eines Passagehindernisses ist. den 
normalen Hund bestiitigen sie die Erfahrungen von Krauss !) 
den Einflufi der Kohlehvdrate auf die Darmfiiulnis und 
diejenigen von Miller?) und Salkowski?) tiber die Indican- 
ausscheidung im Hunger. 

Was die Erkliirung der vermehrien Indicanausscheidung 
oder praziser der vermehrten  Indolbildung im Darm_ bei 
Stauung im Diinndarm und ihr Ausbleiben bei Passagehinder- 
nissen im Dickdarm angeht, so hat Jaffe schon darauf hin- 
gewiesen, dali in dem eigentlichen Sitze der Darmfiiulnis, im 
Dickdarm, zu einer ausgiebigen Indolbildung keine Gelegenheit 
ist, weil das indolliefernde Material zumeist schon héher oben 
resorbiert ist, dai auch vielleicht die Wasserarmut des Dick- 
darminhalts einem solchen Vorgang entgegenwirkt. Den In- 
halt eines mechanisch weitesten Sinne) verschlossenen 
Diinndarms hat er passend mit einem kiinstlichen Verdauungs- 
gemisch verglichen, welches liingere Zeit im Topfe digeriert wird. 

Auf Grund der seit jener Zeit wesentlich erweiterten 
bakteriologischen Kenntnisse liebe sich der Vergleich heute 
vielleicht) etwas anders formulieren: In der Norm geht im 
Diinndarm eine verhiiltnismibig kurz dauernde Verdauung ohne 
Mitwirkung von Fiiulnisbakterien vor sich, bei Diinndarmver- 
eine langwithrende unter Mitwirkung von Bakterien. 

Die in neuerer Zeit vielfach diskutierte*) Frage, ob die 
caseptische» Verdauung im Diinndarm durch eine baktericide 
Wirkung des Darmsafts garantiert wird oder durch andere Um- 
stiinde, wie eine flotte WeiterbefOrderung des Darminhalts durch 
die normale Peristaltik, ist fiir den vorliegenden Fall nur von 
sekundiirer Bedeutung. Jedenfalls ist die baktericide Wirk- 
samkeit des Darmsafts, deren Vorhandensein jiingst von Lands- 
berger sehr wahrseheinlich gemacht ist, eine beschriankte, 


1) Diese Zeitschr., Bd. XVIII, S. 173, 1894. 

2) Mitteilungen aus der med. Klinik zu Wiirzburg, IL, 5. 341, 1886. 

3) Berichte d. deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 9, 5.° 138, 1876. 

4) Vgl. dariiber: Landsberger, Uber den Bakteriengeha!t ces 
Darmkanals und behauptete Bactericidie der Darmsifte. Inaug.-Diss.. 
Konigsberg 1905. 
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und bei lingerem Verweilen eines mit Bakterien reich bela- 
denen Verdauungsgemisches im Diinndarm wird sie bald er- 
loschen. 

Auf die in héherem Grade Bakterien vernichtende Wir- 
kung der Verdauungssiifte im obersten Diinndarm, wo zum 
Teil noch der Magensaft mithilft, kann vielleicht die geringere 
Indolbildung zurtickgetiihrt werden, welche wir bei hochsitzenden 
Passagehindernissen beobachtet haben. Doch ist hier unser 
Beobachtungsmaterial zu klein, weitergehende Scehiliisse 
daraus zu ziehen, geschweige denn eine gesicherte Erklirung 
zu geben. 

Nur auf eine Folverung aus unseren Versuchen set noch 
hingewlesen, 

Jaffe hielt eine mangelhafte Resorptionsfihigkeit des 
verschlossenen Darms infolge von Zirkulationsst6rungen in den 
Gefiiben des Darmkanals und des Peritoneums mit fiir eine 
Vorbedingung der vermehrten Indolbildung. Diese verminderte 
Resorption der Vorstufen des Indols wird gewilh in der mensch- 
lichen Pathologie, wo der Darmverschlufi so oft mit einer 
Lihmung des Darms kombiniert izt, eine grobe Rolle spielen. 
Aber eine notwendige Vorbedingung fiir die Indicanvermehrung 
ist sie nicht. bei unsern Hunden liegt weder eine Darmliih- 
mung vor, wie die starken Hvypertrophien der Muscularis zu 
beiden Seiten der oberen Naht!) beweisen, noch eine mangel- 
hafte Resorption, wie aus dem Verhalten des Gewichts bei 
geeigneter Ernahrung und dem von Enderlen und Hess?) an- 
gestellten Ausnutzungsversuch hervorgeht. Die Behinderung 
der Darmpassage allein gentigt fiir die vermehrte Indolbildung. 


1) Vg]. dazu die Abbildungen in unserer Arbeit im Arch. f. klin, 
Chirurgie. 

2) Enderlen und Hess, Uber Antiperistaltik, Deutsche Zeitschr. 
tir Chirurgie, Bd. 59, S. 240, 1901. 
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‘Der Redaktion zugegangen am 23, April 1903.) 
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Finfluf&S§| von Wirme und Salzen auf die pankreatische Verdauung. 
Schlufibemerkungen. 


Wenn man die Pankreasverdauung fiir Spaltungsversuche 
an bestimmten EiweiikoOrpern wissenschaftlich verwerten will, 
sind einfache Extrakte der Driisen nicht geeignet, weil in 
solchen so viele LOsungs- und Zersetzungsprodukte sich finden, 
dal} die den zu untersuchenden Eiweifkorpern ‘zukommenden 
Produkte dadurch verdeckt werden. 

Man mul also bestrebt sein, ein méglichst reines und 
gut wirkendes «Trypsinpriiparat» zu isolieren. 

Kiihne') hat ein solches herzustellen gemeint, das er 
als reines Trypsin bezeichnen zu diirfen glaubte, weil an ihm 
jede Selbstverdauung fehlte. Er hat das Priéiparat sehr wirk- 
sam gefunden, indem er von ihm sagt, dai es Fibrin beim 
Krwiirmen fast momentan lose. Er hat aber nicht erwahnt, 
wieviel er von dem Priiparat anwendete, um diese Wirkung 

1) Verhandl. des naturhist.-med. Vereins zu Heidelberg, N. F. | 
1877, S. 19-4. 
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zu erzielen; man sieht also daraus nicht, wie sich das Priiparat, 
mit dem Ausgangsmaterial quantitativ verglichen, 
verhielt. 

Aber auch von den spiiteren Untersuchern, die reinere 
Enzymlésungen darzustelten bemtiht waren, ist) dieser Punkt 
nicht berticksichtigt worden. 

Ich mul hier zuniichst einiges Allgemeine tiber die Wirk- 
samkeit von Pankreasextrakten anttihren. 

Kiithne war in der Lage, bei seinen ersten Versuchen 
mit einem — ich glaube sagen zu diirfen — ausnahmsweise 
guten Material zu arbeiten. Er bediente sich dazu eines nach 
seinem Vorschlage hergestellten Ausgangsmaterials, niimlich 
Rinderpankreas, das zerkleinert und durch Alkohol- und Ather- 
behandlung getrocknet war. Von der daraus nach seinen 
Angaben bereiteten Losung sagt er,!) «sie mul eine vorher 
erwirmte Fibrinflocke in weniger als einer Minute zum Zerfall 
bringen und dieselbe in 5 Minuten zu einem diinnen Brei auf- 
losen». Noch bessere Resultate hat Ewald mit einem solchen 
Infus zu verzeichnen. Er sagt von demselben:?) «Die Fibrin- 
flocke zeigte schon nach einer Minute deutlich den Beginn des 
Zevfalls, war nach 2 Minuten schon in einzelne kleine Brockel 
zerfallen; nach 3 Minuten waren nur noch Spuren vorhanden ». 

Die LOsungsfiihigkeit von Pankreasinfusen fiir 
korper gibt uns zuniichst ein Mafi an die Hand fiir deren 
Wirksamkeit. Ob wir dadurch ein vollstiindiges Bild der 
Wirksamkeit des oder der pankreatischen Enzyme erhalten, 
ist fraglich; denn da in neuerer Zeit so viele Enzyme im Tier- 
kOrper gefunden worden, ist es nicht ausgeschlossen, dal auch 
im Pankreas mehrere Enzyme stecken, von denen vielleicht 
eines nur die Losung der Eiweibkorper, andere deren Spaltung 
bewirken. Aber wir wissen das nicht, und ich habe bis jetzt 
fur die Annahme mehrerer Enzyme keinen triftigen Grund 
gefunden, und so bleibt vor der Hand die Losungsfihigkeit 
der Pankreasextrakte ein Mabstab fiir deren Wirkung. Sie ist 

1) Unters. aus dem physiol. Institut der Universitat Heidelberg, 
Ba. 1, 1878, S. 222. 

2) Zeitschr. f. Biologie N. F., VIII, 1890, S. 1. 
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fiir grObere Versuchsreihen auch bet weitem das bequemste, 
da sie sofort sich dem Augenschein dokumentiert, wiihrend 
zur Untersuchung der Zersetzungsprodukte komplizierte und 
lange Zeit in) Anspruch nehmende, chemische Methoden  er- 
forderlich sind. Die Untersuchung der Losungsfahigkeit ist 
fiir eine erste Orientierung jedenfalls unerliéblich. 

Aus einem iihnlichen Grunde miissen wir fiir’ solche 
Versuche zum Fibrin greifen. Allerdings wird sich fiir genauere 
Versuche die Mettsche Methode der Lo6sung kleiner Eiweib- 
zvlinder von koaguliertem Eiereiwei} mehr empfehlen: aber die 
Raschheit der Lé6sung von rohem Fibrin macht dies 
Material unentbehrlich. Das Fibrin ist allerdings nicht von 
ganz gleicher Loslichkeit. Einmal hiingt diese von der Kon- 
sistenz des Fibrins ab. Man kann an diesem Material leicht 
lockere und derbere, mehr strangfOrmige Flocken unterscheiden: 
vielleicht bestehen auch Unterschiede je nach dem blute, dem 
das Fibrin entstammt:; wenn man aber darauf sieht, Fibrin 
einer Konsistenz und einer Provenienz anzuwenden, wenn man 
zu Kontrollversuachen ein und dieselbe Flocke in zwei Teile 
teilt, oder die rasch gemachten Versuche wiederholt, wird 
man keinen groben Tiiuschungen unterworfen sein, 

Ich erwiihnte vorhin, Kiihnes erstes Arbeitsmaterial 
ein besonders vorziigliches war; denn ich weil aus seinem 
Laboratorium, dab es spiter nie mehr gelang, ganz so gut 
wirksames Trockenpankreas zu erhalten, obwohl zu dessen 
Darstellung ganz die gleiche Methode angewandt wurde. Daraus 
erhellt eine individuelle Verschiedenheit der Pankreas- 
drtisen, 

So schiebt es auch Maly!) auf zufiillig ungitinstiges 
Material, dab er, bei gleicher Darstellung von Trypsin wie 
Kiihne, zu einem unwirksamen Priparat gelangte. 

Da ein im hiesigen physiologischen Institut noch aus 
Kiihnes Zeit stammendes Trockenpankreaspriiparat in der 
Tat nicht mehr jene so auberordentlich rasch wirkenden Infuse 
lieferte, wie friihere, wollte ich aus frischem Pankreas gut 


1) Hermann, Handbuch d. Physiologie, Bd. V, 2, 8. 19: 
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wirkende Lisungen zu erhalten suchen, Kiihne?’) hat eine ein- 
fachere Art der Trypsindarstellung angegeben, die nach seiner 
Ansicht zwar kein reines Enzym lieferte, wohl aber ein solches, 
das in so geringem Grade mit Verunreinigungen behaftet war, 
dali letztere nicht schadeten. Die frischen Driisen werden zu 
diesem Zweck mit desinfizierenden Mitteln, der Hauptsache 
nach mit Wasser, dem etwas Alkohol, Ather und Salicylsiiure, 
die als Siiure zu schwach ist, um einen schidlichen Einflub 
auf das Enzym zu tiben, dagegen etwa vorhandenes Zymogen 
zu spalten imstande ist, zugesetzt wurden, bei 40° C. digeriert, 
bis das Gemisch ausgedaut ist, das heibt, bis nur noch Peptone 
und krystallinische Zersetzungsprodukte in Losung sind. Die 
Darstellung des Trypsins beruht dann auf Aussalzen mit 
Ammonsulfat, das nach Kiihne Trypsin vollstéindig ausfiallt, 
und Reinigung dieses Niederschlages von den oben erwiihnten 
Zersetzungsprodukten durch Auswaschen mit konzentrierter 
Ammonsulfatlsung. Kitthne gibt an, dali er auf diese Weise 
sehr gut wirksame Enzymlosungen erhielt, wenn er auch zu- 
gibt, dab sie nicht ganz so gut wirkten, wie jene, die aus 
Trockenpankreas dargestellt’ waren. 

Ich sehritt also zu der Darstellung von Infusen aus 
frischem Pankreas nach Kiithnes Angaben, war aber bet 
mehreren Versuchen erstaunt, schlecht oder doch nur miibig 
wirkende Ausziige zu erhalten. 

Dagegen wirkte ein Gemisch, das tiber Nacht nicht im 
Brutofen, sondern nur bei Zimmertemperatur gestanden 
hatte, sehr gut. Ganz kurz, nachdem ich diese Beobachtung 
gemacht hatte, ersehien die Arbeit von Vernon,?) der darauf 
aulmerksam machte, dafi Pankreasinfuse in ihrer Wirksamkeit 
bei Temperaturen, die ungefahr der des Koérpers ent- 
sprechen, rasch beeintrachtigt werden, was iibrigens, wie 
Vernon richtig hervorhebt, schon Heidenhain angegeben hat. 

Ich habe mich bald tiberzeugt, dal} dies nicht nur bei 
der von mir eben erwiihnten gelegentlichen Beobachtung der 


1) Verh. d. naturhist.-med. Vereins zu Heidelberg, N. F., Bd. 3, 
S. 463. 1886 
2M. Vernon, Journ. of Physiol. XXVI, 1901. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXVUL 29 
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Fall war. sondern dali Vernon in der Tat Recht hat, dab es 
eine allgemeine Erscheinung ist, dab Pankreasinfuse be: diesen 
Temperaturen bald weniger wirksam werden. 

Da dies der Fall ist, so kann Kihnes sehr wirksames 
Trypsinpriiparat entweder nur auf so ausnahmsweise gutem 
Material bernhen, dab ein gewisser Grad von geringerer Wirk- 
samkeit durch die Behandlung bei 40° C. sich nicht doku- 
mentierte, oder es gibt Ausnahmen von jener Regel der 
Schiidigung bei 40°C, oder endlich beruhte die vorziigliche 
Wirksamkeit von Kithnes Trypsin darauf, dab er es in kon- 
zentrierteren Losungen untersuchte, als dem Ausgangsinfus ent- 
sprachen. 

Kiihne hat diese leicht eintretende Schiidigung des 
Enzyms des Pankreas nicht gekannt. Er hielt es nach seinen 
anfiinglichen Versuchen fiir sehr resistent. Er gibt nur einmal an.) 
bei fortgesetzter Stopfung von Trypsiniésungen mit Fibrin 
ein Punkt komme, wo die Wirkung so verlangsamt sei, dal 
daran zu denken wiire. ob das Enzym beiseiner Tatigkeit durch 
diese nicht etwa an Wirkung abnehme. Da er es aber unter 
normalen Verhiiltnissen fiir sehr resistent hielt, hatte er ein 
Recht, sein weiter nicht mehr veriinderliches Priaiparat als das 
reine Enzym anzuschen. Kiihne gibt) bei dieser Darstellung 
des Enzvms nicht an, ob er dabet am Ende des Versuchs die 
Wirksamkeit seiner L6sung nochmals gepriift habe, und so 
wird dieser Versuch mindestens nicht eindeutig, da daran, 
dab der Korper nicht mehr verindert wurde, die uns _ jetzt 
bekannte Schiidigung des Trypsins schuld sein konnte. 

Ich gebe nun meine Erfahrungen bei der Herstellung der 
Pankreasextrakte aus  frischen Driisen, zunichst in der Wiirme 
und dann bei Zimmertemperatur, und wie sich die letzteren 
heim Stehen mit der Zeit veriindern. 


Herstellung der Pankreasextrakte. 


Ich habe hier die Bemerkung vorauszusehicken, dal ich 
ber der Herstellung von Extrakten aus frischen Driisen im 


1) Verhandl. des Heidelb. naturhist.-med. Vereins. N. S.. I, 3.8. 9 
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Anfange sehr mit Fiiulnis zu kiimpfen hatte.  Salievlsiiure, 
Thymol, Chloroform, alle diese Mittel verhinderten nicht, dah 
sehr hiiufig Fiiulnis eintrat. Kiihne hat fiir seine Extraktion 
von frischem Pankreas besondere Desinfektionsgemische  an- 
gegeben, die Salicylsiiure, Thymol, Alkohol und Ather zugleich 
enthalten: aber auch bei genauem Einhalten seiner Vorschriften 
trat leicht Faulnis ein. Es ist deshalb sehr erfreulich, dab 
man in neuerer Zeit im Toluol ein Desinfektionsmittel ge- 
funden hat, das die Fiiulnis so gut wie giinzlich ausschliebt. 
Es ist mir nur einmal begegnet, dal ein damit versetztes 
Gemisch faulte, wohl nur, weil es mit dem Toluol nicht gut 
durchgeschittelt war, was unerliblich ist. 

Da die Bakterien eine andere Zersetzung des Kiweibes 
bedingen als das Trypsin, mufb man sich sehr vor ihnen hiiten. 
Ihre Wirkung ist ja im allgemeinen leicht an dem iiblen Geruch 
zu erkennen; es sind mir aber auch Fille vorgekommen, wo 
derselbe fehlte und sich die Anwesenheit von Bakterien nur 
durch Gasentwicklung dokumentierte und dann aueh durch die 
mikroskopische Untersuchung bestiitigt wurde. Ferner kommt 
es vor, dab zu einer gewissen Zeit deutlich tbelriechende 
Gemische durch Zusatz weiterer Desinfizientien wieder ganz 
geruchlos wurden und dann im Filtrate Bakterien sogar nicht 
mehr mikroskopisch nachweisbar waren. Solche Losungen sind 
zu verwerfen, wenn man die Zersetzungsprodukte  studieren 
will, die durch das Trypsin bedingt sind; in bezug auf die 
Losung von Fibrin haben mir solche Gemische, die zufiillig in 
zwel Teile geteilt waren, von denen der eine Fiiulnis- 
erscheinungen zeigte, der andere nicht, keinen Unterschied 
ergeben. 

Die Driisen vom Schlachthofe aseptisch zu erhalten, diirfte 
ubrigens wohl kaum moglich sein, da an der Oberfliiche unmer 
einige Verunreinigungen zu finden sind: wenn solche Driisen aber 
dann mit Toluolwasser angesetzt werden und sich im Verlaut 
des Versuchs gar keine Erscheinungen zeigen, die auf die 
Wirkung von Bakterien deuten, so darf man wohl annehmen, 
dali diese zu einer Zeit getitet wurden, wo sie noch keinen 
bemerkbaren Einflub ausiiben konnten. 
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Ferner habe ich noch einige technische Bemerkungen 
vorauszuschicken. 

Die Driisen wurden stets sorgfiltig von Fett und mdg- 
lichst) von Bindegewebe befreit und in einer Fleischhack- 
maschine sehr gut zerkleinert. 

Die Filtration geschah in der Weise, dali die Extrakte 
zuerst durch ein Haarsieb von den ungelésten gréberen Stiicken 
eetrennt wurden; so erhiill man einen Schlamm, den man 
durch Papier filtrieren kann. Das Filtrat ist anfiinglich oft 
getrubt, liiuft aber in der Regel bald klar. Die Filtration geht 
langsam, aber stetig von statten. Zur Filtration von 2—3S Liter 
Extrakt sind 3—4 Tage erforderlich. Dabet natiirlich 
immer auf geniigende, Ofters erneute Desinfektion gesehen 
werden. Bei Toluol geniigt der Aufguf einiger Kubikcentimeter. 
Wo die Wirkung der Extrakte angegeben ist, ist immer die 
von ca. 5 ccm im Reagensrohr (vorgewiirmt) auf eine Flocke 
rohen Fibrins im Wasserbad von 40°C. zu verstehen. Bel 
der Vergleichung von 2 Proben ist am meisten auf den Be- 
ginn des Zerfalls des Fibrins Wert zu legen, da auch bei gut 
wirkenden Losungen die letzten kleinen Partikel lange Wider- 
stand leisten, namentlich sind «minimale Reste» so gut wie 
vollkommene Losung, da im Fibrin oft kleine Verunreinigungen 
vorkommen, die minimale Fibrinreste vortiiuschen konnen. 

Ich gebrauche in folgendem hiiufig P.—Pankreas: P.-E. 
Pankreasextrakt. 


Fi die Beschreibung der Losung des Fibrins habe ich 
mir eine Skala gemacht, die den Verlauf des Prozesses schritt- 
weise zu verfolgen gestattet und die ich in folgenden Abkiir- 
zungen anwende : 


? = fragliche Wirkung. 
Sp. Z. == Spuren von Zerfall. 
bg. Z. beginnender » 
deut!. Z. — deutlicher 
st. 2. == starker 
mith. KR. = miibige Reste. 
kl. R. = kleine 
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ger. Rh. = geringe Reste 
min. R. —= minimale 


Saimtliche von mir verarbeiteten Driisen stammten, wenn 
nichts anderes bemerkt ist, vom Rinde. 

Ich beschreibe nun die Herstellung von Pankreas- 
extrakten : 


A. In der Warme. 


Ich iibergehe einige Versuche, bei denen Fiiulnis eingetreten war, 
und beginne mit: 

1. Pankreasextrakt vom & Mai 1901. 

Angesetzt: 736 g P. 700 cem Salicylsiure 0.290, 15 ecem Thymol 
(20° oige alkoholische Lisung), 5 cem Ather. Digestion in einem Wasser- 
bade von 40° C, 

Am andern Tag fanden sich keine Organismen. Eine Fibrinflocke 
zeigte erst nach Lt Stunde deutlichen Zerfall. 

2. Pankreasextrakt vom 21. Mai 1901. 

Die Driisen wurden mit Thymolwasser gewaschen, welches dann 
deutlich alkalisch reagierte. Uber Nacht blieben sie bei Zimmertemperatur 
liegen. Die geringe Menge Fliissigkeit. die sich angesammelt hatte, 
schien nun sauer zu reagieren, soweit dies bei dem reichen Hiimoglobin- 
gehalt festzustellen war. Eine filtrierte Probe derselben loste eime Fibrin- 
flocke in 20 Minuten nahezu auf. 


Am folgenden Tage wurden die Driisen zerkleinert i293 ¢ und 
mit 1200 ccm Wasser, 12 g Thymol, 6 Salieylsiiure, 40 Alkohol 


und 10 ccm Ather in den Brutschrank gestellt. 

Am 23. Mai fanden sich keine Organismen. Eine filtrierte Probe 
loste, alkalisch gemacht, eine Flocke Fibrin in 20 Minuten nahezu auf. 
Diese Wirkung ist im Vergleich mit den von Kiihne und Ewald 
beobachteten gering, daf§ aber das Extrakt doch eine weitgehende zer- 
setzende Wirkung ausiibte, zeigte die reichliche Tyrosinausscheidung in 
einer mit Fibrin gestopften Probe am folgenden Tage, wobei das Fibrin 
bis auf geringe Reste in Lésung gegangen war. 


3. Pankreasextrakt vom 29. Mai 1901. 

An diesem Tage erhielt ich Pankreas, die iiber Nacht im Freien 
legen gelassen wurden. Am 30. Mai bewies ein deutlich unangenehmer 
Geruch Anfiinge von Fiaulnis. Dennoch wusch ich die Driisen und zer- 
kleinerte sie == 792 g, die mit 800 ccm Wasser, Thymol und Chloroform 
angesetzt wurden. So bheb das Gemisch bis zum 4. Juni im Freien 
stehen. Nun zeigte sich kein Geruch mehr aufer dem der Desinfektions- 
mittel, neben dem auch veringer Fiiulnisgeruch leicht zu erkennen ist, und in 
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einer klaren Filtratprobe zeigten sich unter dem Mikroskope keine Bak- 
teren. An diesem Tage kam das Gemisch in den Wiarmeschrank. Am 
5». Juni wurde eine Probe filtriert; ihre Wirkung war: 

® Min.: deutl. Z.; 15: sehr kl. R. 

Am 10. Juni wurde wieder eine Probe filtriert; diese wirkte: 

5 Min.: bg. Z.; 10: deutl. Z.; 1 Stunde: gelist. 

4. Pankreasextrakt vom 4 Juni 1901. 

Die Driisen Kamen morgens vom Schlachthofe; sie wogen, gereinigt 
und zerkle:;nert == 1040 g. Am Nachmittage wurden sie mit 3000 ccm 
Wasser, gepulvertem Thymol und Chloroform angesetzt und tiber Nacht 
bet Zunmertemperatur stehen gelassen. Am folgenden Tage kam das 
Gemisch in den Wirmeschrank. 

Die Wirkung filtrierter Proben verhielt sich an verschiedenen Tagen 
folvendermafen : 

7. Juni: 6 Min.: bg. Z.; 80: nahezu gelést. 

10. Juni: 5 Min.: Sp. Z.; 10: deutl. Z.; 1 St.: noch nicht alles gelost. 

5. Juli: in 1 Stunde nicht alles gelést. 

Von da an stand das Gemisch bei Zimmertemperatur. Am 12. De- 
zember 1901 trat an einer Fibrinflocke erst nach einer Stunde starker 
Zerfall ein, erst nach mehreren Stunden Lésung. 


5. Pankreasextrakt vom 11. Juni 1901. 


Am tl. Juni wurden angesetzt 944 ¢ P. mit 2000 ccm Wasser, 
Chloroform und Thymol und das Gemisch in den Brutschrank  gestellt. 
Am 12. Juni finden sich keine Organismen, Die Wirkung filtrierter 
Proben war am 

12. Juni: 5 Min.: bg. Z.; 10: deutl. Z.; 15: kl. R.; 25: ger. R. 

13. Juni: gleiche Wirkung. 

17. Juni: 10 Min.: bg. Z.; 30: einige Reste. 

Die Wirkung dieser Extrakte ist immerhin eine gute, wenn sie 
auch meht den von Kiihne und Ewald beobachteten gleichkommt. 
Um die beiden zu vergleichen, miifte man allerdings die Konzentration 
der Extrakte dieser Beobachter, die sie aus Trockenpankreas bereiteten, 
wiihrend meine aus frischen Driisen hergestellt waren, vergleichen. Da 
aber, wie wir sehen werden, das Verhiltnis von Driisensubstanz und 
Wasser in weiten Grenzen schwanken kann, ohne die Wirkung zu_be- 
einflussen, ist der Vergleich doch gestattet. Auferdem wird sich zeigen, 
dafi die Extrakte, die bei Zimmertemperatur gemacht werden, eben doch 
bessere Resultate hefern. 

Sehr auffallend schlecht war dagegen das Resultat des ersten 
Versuchs. Ich weif nicht mit Bestimmtheit anzugeben, woran dies ge- 
legen ist. Dieser Versuch wurde in einem Wasserbade von 40° C. an- 
cestellt, die anderen in einem Brutschrank, in dem die Temperatur 
etwas niedriger war. Bei den letzten Versuchen hatten die Driisen 
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lingere Zeit gelegen, ehe sie angesetzt und in die Wiirme gebracht 
wurden, bei dem ersten wurden sie sogleich verarbeitet und auf 40° C, 
gebracht. Fs wire nun mdglich, daf{ in diesem Falle noch gar kein 
Enzym aus dem Zymogen gebildet war und daft das letztere bei 40° C. 
leicht zerstOrt wiirde. 

Daf’ die Wirme in der Tat von Bedeutung ist, lehrt der folgende 
Versuch, der mich zuerst auf die giinstige Wirkung niederer Tempera- 
turen aufmerksam machte. 


6. Pankreasextrakt vom 17. Juni 1901. 

An diesem Tage erlielt ich Driisen, die ich erst am andern Tage 
verarbeiten konnte. Ich hielt sie tther Nacht auf Eis. Am 18. wurden 
sie zerkleinert == 1132 ¢ und mit 1500 cem Wasser und Chloroform in 
den Wiirmeschrank gestellt. Dieser war neu angeheizt und noch nicht 
gut reguliert. Ich bemerkte am Nachmittage des gleichen Tages, dah 
seine Temperatur nur 33° C. betrug. Eine jetzt filtrierte Probe zeigte 
wesentlich bessere Wirkung als die bisherigen Extrakte. Nach 2 Minuten 
begann der Zerfall und nach 10 Minuten war vollstindige Lésung der 
Flocke eingetreten. 

Uber Nacht blieb das Gemisch im Wirmeschrank, dessen Tem- 
peratur am andern Morgen = 36° C. war. Jetzt trat bei einer filtrierten 
Probe der Anfang des Zerfalls des Fibrins erst nach 5 Minuten ein, 
wihrend der Rest der gestern filtrierten Probe, der tiber Nacht bei 
Zimmertemperatur gestanden hatte, noch von gleicher Wirkung war. 
Deshalb machte ich von nun an die Extrakte bei Zimmertemperatur. 


B. Bei Zimmertemperatur 


und Verinderung dieser Extrakte mit der Zeit. 


Bei diesen Versuchen war festzustellen, ob es bei niederen Tem- 
peraturen linger dauerte, bis die Extrakte gut wirkten, wann das 
Maximum der Wirksamkeit eintrat, und ob sie sich auf diesem hielten 
oder im Verlauf der Zeit auch hier eine Veriinderung eintrite. 

1. Pankreasextrakt vom 21. Juni 1901. 

Es wurden angesetzt 1200 g zerkleinertes P. mit 1500 cem Chloro- 
formwasser. 

Da eine filtrierte Probe am 2%. Juni schon von sehr guter Wirkung 
war: 3 Min: bg. Z.; 5: viel gelést: 15: ganz gelést, 
so wurde das ganze Gemisch koliert und filtriert. 

Die folgenden Zahlen demonstrieren seine Wirkung und deren Ab- 
nahme auch bei Zimmertemperatnr im Verlaufe der Zeit. Das Filtrat 
wirkte am 

26. Juni: 5 Min.: sehr ger. R. 

3. Juli: Wirkung ziemlich gleich. 

18. Juli: 5 Min.: Sp. Z.; 10: deutl. Z.; 15: st. Z.; 25: kl. R. 
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26. Juli: wie am 18. Juli. 
31. Oktober: 5 Min: Sp. Z.; 40: ger. BR, 
12. Dezember: Fibrin in 15 Min. nahezu gelost. 


2. Pankreasextrakt vom 2. Juli 1901. 
Die Driisen kamen abends vom Schlachthofe und blieben  tiber 
Nacht auf Eis. Am 2. Juli wurden sie zerkleinert = 1015 g und mit 
1500 ¢ Chloroformwasser und etwas Ather angesetzt. Wirkung am 
3. Juli: 5 Min.: bg. Z. 
5. Juli: neutral: 5 Min: st. Z. 
alkalisch: 2 Min.: bg. Z.; 5: viel gel.; 10: ger. R. 

Am 8. Juli wurde das Ganze koliert und auf Filter gebracht 
Wirkung des Filtrats am 

12. Juli: neutral: 5 Min.: Sp. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R.; 20: sehr ger. R 

22. Juli: alkalisch: 5 Min.: 0; 10: deutl. Z.; 25: ger. R. 

26. Juli: 10: deutl. Z.; 20: kl. R.; 30: sehr ger. R. 

13. August: 5 Min.: O; 18: st. Z: 20: kl. R. 

31. Oktober: 5 Min.: bg. Z.; 10: zieml. Z.; 15: st. Z.; 25: kl. R.; 
3d: min. R.; 40: gelost. 

8. Pankreasextrakte vom 9 Juli 1901. 

Am 9. Juli erhielt ich 4 Pankreasdriisen, die fiuferlich so ver- 
schieden waren, dah ich probieren wollte, ob die verschiedene anatomische 
Beschaffenheit eine Verschiedenheit der Wirkung bedingte. Das Aussehen 
der vier Driisen war folgendes: 

elasig-schleimig, wenig gefirbt;: 

2. ebenso, aber reich an Hiimoglobin; 

5. kornig-opak, gelblich: 

4. wie 3, aber stirker gelb. 

Die 4 Driisen wurden gesondert je mit der 4fachen Menge toluolisierten 
Wassers angesetzt. 

Am 11. Juli wurde die Wirkung der Extrakte verglichen. Sie war 
tiberhaupt nicht besonders gut, aber ziemlich gleich. 


1. 2. 4. 
5 Min.: (), beg. Z., 
15 ger. R.; st. ger. R.; 
20 » sehrger.R.; R.; sehr ger. R.; 
25 gelost. ger. R. gelost. 


4. Pankreasextrakt vom 24. Juli 1901. 

Kin kleiner Teil der Driisen wurde mit toluolisiertem Wasser, det 
andere mit Salicylsiiure von L£°% 9) und Toluol und zwar gleiche Mengen 
Driisensubstanz in Grammen wie Extraktionsmittel in Kubikeentimetern 
angesetzt. Am folgenden Tage waren beide Extrakte stark himoglobin- 
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haltig. zeigten aber jetzt schon eine gute Wirkung, und zwar war die- 
selbe, nachdem beide alkalisch gemacht worden waren, ganz gleich. 
Dieses Extrakt war das einzige, bei dem sich trotz Toluolzusatz be 
ganz frischen Driisen, sogar in dem salicylsiurehaltigen Teil, Bakterien 
ansiedelten, brigens ohne Fiiulnisgeruch, und dieselben verschwanden 
auf neuen Toluolzusatz und gutes Umschiitteln. Die weiteren Beobach- 
tungen gelten fiir die salicylsiurehaltige Losung. Am 29. Juli wurde 
das Gemisch koliert auf 35 Magnesiumsulfat gebracht und am 
1. August filtriert. Die Filtration der salzhaltigen Lésung ging rascher, 
als die wiisseriger Extrakte. Die Wirkung des Extraktes war am 

25. Juli salicylsaure und wiisserige Extrakte nach Alkalischmachen 
gleich): 5 Min.: st. Z.; LO: Lésung. 

29. Juli: Wirkung ebenso. 

20, Oktober (35 °/o MgSO,): 10 Min.: bg. Z.; 15: st. Z.; 20: mif. 
R.; 35: ger. R. 


d. Pankreasextrakt vom 12. November 1901: 

An diesem Tage wurden angesetzt 1165 g zerkleinertes P. mit 
2000 cem toluolisiertem Wasser. Die Wirkung war am 

13. Noy. (himoglobinhaltig): 2 Min.: beg. Z.: 10: fast gelést. 

An diesem Tage wurde das Ganze koliert und filtriert. Das Filtrat 
wirkte am 

15. Nov.: ebenso. 

18. Nov.: 2 Min.: deutl. Z.; 5: miif. R.; 10: geldst 

27. Nov.: 5 Min.: st. Z.; 10: kl. R.; 15: min. R. 

6. Pankreasextrakt vom 3. Dezember I901: 

Am 3, Dezember erhielt ich einige Driisen, die schon 5 Tage kalt 
gelegen hatten. Sie zeigten keinen Geruch, wohl aber waren in ober- 
flichlich abgeschabten Proben mikroskopisch Bakterien erkennen. 
Die Driisen wurden dennoch angesetzt: 350 g P. mit 600 cem toluolisiertem 
Wasser, 

Die Wirkung einer filtrierten Probe war am 

6. Dezember: 2 Min.: deutl. Z.; 8: min. R. 

Am 7. Dezember wurde das Ganze koliert und durch zwei Filter 
filtriert. Am 16. Dezember fanden sich in dem einen Filtrat Bakterien 
(es wurde neu toluolisiert; spiiter wurden darin keine, wenigstens keine 
lebenden Bakterien mehr beobachtet), in dem anderen keine. 

Am 10. Januar war die Wirkung der beiden Filtrate ganz gleich 

2 Min.: Sp. Z.; 5: st. Z.; 10: gelést. 
Am 20, Januar wirkte das Filtrat, das Bakterien enthalten hatte: 
Min.: st. Z.; 10: ger. R.; 15: gelést. 


7 Pankreasextrakt vom 14 Januar 1902. 


Angesetzt wurden 753 ¢ P. mit 1300 ccm toluolisiertem Wasser. 
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Die Wirkung filtrierter Proben war am 

15. Januar viel Hiimoglobin): 2 Min.: Sp. Z.; 5: R.; 10: gelést. 

17. Januar (kaum mehr Hiimoglobin-haltig): Wirkung ebenso. 

20. Januar: Wirkung ebenso. 

An diesem Tage wurde das Ganze koliert und filtriert. Die Wirkung 
des Filtrats war am 

28. Januar (die bisherigen Proben waren in neutraler Losung an- 
gestellt. Heute wird die Wirkung bei neutraler und alkalischer Reaktion 
verglichen. In beiden Fallen ist sie gleich): 

3 Min.: zieml. Z.; 5: maf. R.; 10: geldst. 
4, Februar: 5 Min.: st. Z.; 10: sehr kl. R.; 15: ger. R.; 20: gelost. 
7. Februar: 5 Min.: zieml. st. Z.; 10: kl. R.; 15: ger. R.; 20: gelost. 
11. Februar: 5 Min.: st. Z.; 10: gelést. 


&. Pankreasextrakt vom 7. Februar 1902. 

Fs wurden angesetzt 793 g P. mit 300 ccm Wasser und so bis zum 
anderen Tage stehen gelassen. Bei diesem geringen Wasserzusatz war 
der Zerfall der Driisenstiickchen ein auffallend geringer. Nun wurden 
zugefiigt 1300 cem Wasser und das Ganze auf '4°/» Soda und 25 °/o 
Ammonsulfat gebracht. Die Wirkung filtrierter Proben war am 

11. Februar: 5 Min.: st. Z.; 15: ger. R.; 20: geldst. 

12. Februar: Ebenso. 

17. Februar: 3 Min.: bg. Z.; 5: st. Z.; 10: ger. R.; 15: gelést. 

25. Februar: 5 Min.: zieml. Z.; 10: maf. R.; 15: sehr kl. R.;20: min. R. 


9, Pankreasextrakt vom 7. Marz 1902. 

An diesem Tage wurden angesetzt 1250 g P mit 5U0 cem toluoli- 
siertem Wasser und so 3 Tage stehen gelassen. Dann wurden zugefiigt 
2000 com Wasser und das ganze auf 0,2° Soda und 20 °/o Ammonsulfat 
cebracht. Wirkung am 

17. Marz (viel Himoglobin): 5 Min.: st. Z.; 10: kl. R.; 15: min. R. 

20. Miirz (leicht rétlich): ebenso. 

Am &. April wurde das Ganze koliert und filtriert. Das Fuiltrat 
wirkte am 

8. April: 5 Min.: zieml, Z.; 10: kl. R.; 15: sehr ger. R.; 20: gelost. 

10. April: 5 Min.: zieml. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R.; 20: sehr ger. R. 

14. April: 5 Min,: zieml. Z.; 10: kl. R. 

2. Mai: 3 Min.: Sp. Z.; 5: deutl. Z.; 10: miéf. R. 

7. Mai: 3 Min.: Sp. Z.; 5: deutl. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R.; 20: min. R. 

t. Juni: 5 Min,: bg. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R.; 25: min. R.; 30: gelost. 

10. Pankreasextrakt vom 17. April 1902. 

Angesetzt wurden 1068 g P. mit 2500 ccm Wasser — Toluol — 
Wirkung filtrierter Proben am 

18 April: 5 Min.: st. Z.; 10: ger. R.; 15: gelost. 
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21. April: 5 Min.: st. Z.; 10: kl. R.; 20: min. R. 

An diesem Tage wurde das Gemisch auf 03° Soda gebracht 

23. April: 3 Min.: st. Z.; 5: kl. R.; 10: min. R. 

Nun wurde das Ganze auf 10°» Ammonsulfat gebracht, koliert 
und filtriert. 

24. April: 2 Min.: bg. Z.; 5: zieml. Z.; 10: ger. R. 


11. Pankreasextrakt vom 7. Mai 1902. 


Es wurden angesetzt 1138 g P. mit 2500 cei toluolisiertem Wasser. 
Die Wirkung filtrierter Proben war am 

9, Mai (Himoglobin-haltig): 5 Min.: st. Z.; 10: kl. R.: 15: gelost 

Hier zeigte sich, daf\ unter Umstiinden die Reaktion von ziemlichem 
EinflufS§ ist, denn eine Probe, alkalisch gemacht, zeigte am 9. Mai eine 
sehr gute Wirkung: 

2 Min.: st. Z.; 4: kl. R.; 6: gelést. 

Noch etwas besser war dieselbe, wenn man statt mit Soda mit 
Ammoniak alkalisch machte, und dies ist die beste pankreatische Wirkung, 
die ich tiberhaupt beobachtet habe. Ich gebe hier zum Vergleich die 
Wirkung einer mit Soda und einer mit Ammoniak alkalisch gemachten 
Probe vom 12. Mai: 


Soda Ammoniak 
1 Minute ? bg. Z. 
2 Minuten zieml. Z. 
> st. Z. kl. R. 
maf. R. ger. R. 
5 > kl. R. gelost. 


Nun wurde das Gemisch auf 10°/o Kochsalz gebracht, was auf 
die Wirkung kaum von Einfluf war; denn am 14. Mai, wo sich kein 
Haimoglobin mehr vorfand und die Reaktion der Flissigkeit deutlich sauer 
war, wirkte eine filtrierte Probe, nachdem sie alkalisch gemacht war: 

1 Min.: deutl. Z.; 2: st. Z.; 3: kl. R.; 5: min. R. 

Am 15. Mai wurde das Pankreasgemisch auf 27° 0 Kochsalz ge- 
bracht, koliert und filtriert. Auch jetzt war die Wirkung noch sehr gut: 

3 Min.: zieml. Z.; 5: st. Z.; 10: min. R. 

Endlich wurde das Filtrat mit Kochsalz ganz gesiittigt, und auch 
jetzt war die Wirkung, wenn auch etwas verlangsamt, noch auffallend 
gut, nimlich am 21. Mai. 

Min.: bg. Z.; 19: maf. R.; 15: kl 

Es ist dabei zu bemerken, dafi die letzten beiden Proben alkalisch 
gemacht worden waren, wobei ein Niederschlag entstand, von dem ab- 
filtriert wurde. 


12. Pankreasextrakt vom 2. Juni 1902. 


Angesetzt wurden 1343 g P. mit 2700 ccm toluolisiertem Wasser. 
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Die Wirkung filtrierter Proben war am 
3. Juni ‘Himoglobin-haltig, alkalisch gemacht): 5 Min: kl. R.; 
10: sehr ger. R. 

4. Juni: 2 Min.: deutl. Z.; 5: ger. R.; 10: min. R. 

Das Ganze wurde nun auf 5°. Kochsalz gebracht. 

Juni «schwach rotlich, deutlich sauer reagierend, wirkt, alka- 
lisch gemacht): 2 Min.: st. Z.; 5: sehr ger. R.; 10: gelost; 

10. Juni(alkalisch gemacht): 5 Min.: kl. R.; 10: sehr ger. R.; 15: gelost. 

11. Juni (neutral resp. schwach sauer): 2 Min.: deutl. Z.; 5: mifh. 
R.; 10: min. R.; alkalisch gemacht: 2 Muin.: zieml. Z.; 5: kl. R.: 10: 
sehr ger. R. 

Ich reihe hier noch einen Versuch an mit einem nach Kiihnes 
Methode Trockenpankreaspriparat bei Zimmertemperatur 
und 2 Versuche mit frischen Driisen, die anderen Tieren als dem Rinde 
entstammten: 

13. Pankreastrockenpraparat. 

Da ich mit dem aus im hiesigen physiologischen Institut auf- 
bewahrten Pankreastrockenpriiparat bei 40° C. nach Kiihnes Vorschrift 
hergestellten Extrakte nicht so giinstige Resultate erhalten hatte, wie sie 
Kiihne und Ewald beschreiben, versuchte ich, wie sich bei Zimmer- 
temperatur daraus hergestellte Extrakte verhielten. 

Am 6. Juni 1901 wurden in dem Verhaltnis, wie es Kithne angibt, 
100 ¢ Trockenpankreas init 500 cem Wasser und Chloroform angesetzt. 

Am folgenden Tag war die Wirkung einer filtrierten Probe noch 
gering, Erst nach 25 Minuten zeigte sich Zerfall am Fibrin. Am 29. Juni 
war die Wirkung gut: 5 Min.: deutl. Z.: 10: st. Z. Noch besser war sie 
am 3. Juli: 

3 Min,: bg. Z.; 5: viel gelést. 

Am 22. Jul hatte sie schon wieder abgenommen: 

Min.: deutl. Z.: 10: R.; 20: ger. R.; 30: gelost. 

Ganz den Anforderungen von Kiihne und Ewald hat das Pri- 
parat auch unter diesen Bedingungen nicht entsprochen, wenn es ihnen 
auch recht nahe kam. 


1+. Hammelpankreas. 


Ich habe hier nur zu erwiihnen, daf man auch aus Hammel- 
pankreas in kurzer Zeit bei Zimmertemperatur sehr gut wirkende Lisungen 
erhalt. Am 11. Juni 1902 wurden angesetzt 60 ¢ Hammelpankreas mit 
120 ccm toluolisiertem Wasser. 

Schon am 13. Juni zeigte cine filtrierte, alkalisch gemachte Probe 
folgende Wirkung: 

2 Min.: bg. Z.; 3: zieml. Z.; 5: mab. R.; 10: ger. R.; 15: mim. KR. 

Endlich will ich noch meine Erfahrung erwihnen mit 
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15. Hundepankreas. 

Am 13. Juhi 190L wurde das Pankreas eines eben getéteten Hundes 
mit ungefiilr der doppelten Menge toluolisierten Wassers angesetzt. 

Am 17. Juli war die Wirkung einer filtrierten und alkalisch ge- 
machten Probe eine miifige. 

10 Min.: Sp. Z.; 15: deutl. Z.; 20: st. Z.; 30: ger. R.; 45: gelost. 

Eine andere Probe wurde mit Essigsiiure deutlich sauer gemacht, 
wobei ein Niederschlag entstand, und so 10 Minuten stehen gelassen. 
Jetzt wurde wieder alkalisch gemacht, wobet der Niederschlag = sich 
nahezu wieder loéste. Die Wirkung der Probe war nun eine bessere: 

Min.: bg. Z.; 10: deutl. Z.; 20: kl. R.: 380: gelost. 

Dies diirfte wohl so zu erkliren sein, daf\ es eine Individualitit 
des Hundepankreas ist, daf\ sein Zyimogen langsamer gespalten wird, 
oder es ist dies tiberhaupt der Fall, wenn ganz frische Driisen sogleich 
mit Wasser angesetzt werden. Zu bedenken ist tibrigens auch, daf§ durch 
das Ansiiuren und Wiederneutralisieren eine ziemliche Menge Salz, essig- 
saures Natron, in die Lisung kommt, das, wie wir von anderen Salzen 
sehen werden, die pankreatische Wirkung fordern kann, wenn auch die 
Besserung in diesem Falle doch so bedeutend war, dafs sie dem letzteren 
Umstande wohl nicht allein zugeschrieben werden kann. Auferderm ist 
daran zu denken, daf§ das Zymogen in wiisseriger Loésung leicht zer- 
stort werden kénnte und die Wirkung besser gewesen wire, wenn 
man das P. von vornherein mit Essigsiiure behandelt hatte. 


Zusammenfassung. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dali man bei Zimmer- 
temperatur besser wirkende Extrakte erhilt als bei Tempera- 
turen, die der KOrpertemperatur nahe liegen. 

Dabei geht das wirksame Prinzip sehr rasch in Losung 
und das Maximum der Wirkung ist bei wiisserigen Extrakten 
bald erreicht. Ich mu hier zuftigen, dab damit die Driisen 
noch nicht erschopft sind; denn wenn man aus dem abge- 
prebten Rest der ersten Extrakte zweite  herstellt, erhilt 
man immer noch leidlich wirkende Ausziige, wenn deren Wir- 
kung auch nie an die der ersten Extrakte heranreicht. 

Mit der Zeit nehmen diese Extrakte an Wirksamkeit ab, 
aber, wie es scheint, iiberhaupt nicht so viel wie solche, die 
bei Koérpertemperatur gemacht werden; jedenfalls geht die 
Schwichung bei niederer Temperatur bedeutend langsamer 
vor sich. 
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Der Zeitpunkt, wann das Maximum der Wirkung eintritt 
und wann die Schwiichung beginnt, ist bei verschiedenen Ex- 
trakten etwas verschieden. Fiir die Bedingungen dieser Ver- 
schiedenheit habe ich, wie fiir manche andere, die wir im 
Verlauf dieser Arbeit kennen lernen werden, noch keine ge- 
nigende Erklirung gefunden. 

Bei Extrakten von Rinderpankreas mit Wasser braucht 
man keinen Bedacht zu nehmen auf die Spaltung von Zymogen. 
Dieselben siiuern sehr bald in einem Grade, der offenbar hin- 
reicht, diese Spaltung zu bewerkstelligen. Vielleicht verhalten 
sich jedoch die Driisen verschiedener Tiere verschieden, wo- 
rauf der Versuch mit Hundepankreas zu deuten scheint. 

Bei meinen Versuchen war die Schwiichung erst an den 
Filtraten bemerkbar. Da ich die Filtration meist sehr bald 
vornahm, um dic Extrakte zur Zeit ihrer besten Wirkung 
weiter zu verarbeiten, habe ich keine Erfahrung, wie sich die 
Extrakte verhalten, wenn sie bei Zimmertemperatur  liingere 
Zeit auf den Driisen stehen bleiben. Nur eine Beobachtung 
spricht dafiir, dab auch dabei mit der Zeit Schiidigung eintritt. 
Das Pankreasextrakt vom 4. Juni 1901 war niimlich seit dem 
Juli bei Zimmertemperatur immer noch auf den Driisen 
seestanden, und hier war am 12. Dezember 1901 entschieden 
noch eine weitere Schiidigung eingetreten. Allerdings ist in 
diesem Falle nicht festzustellen, ob die anfiingliche Behandlung 
des Extraktes bei 40° C. nicht auf die folgende Schiidigung 
auch bei Zimmertemperatur von Einflub war. 

Beim P.E. vom 21. Juni und 2. Juli 1901 hat sich nach 
liingerer Zeit und beim P.E. vom 14. Januar 1902 nach kiir- 
zerer eine wieder etwas bessere Wirkung bemerklich gemacht. 
Die Besserung ist nur gering, da sie aber Ofter beobachtet 
wurde und auch Vernon eine solche Besserung in spiteren 
Stadien beobaehtet hat, ist sie doch beachtenswert. Sie spricht 
vielleicht. fiir eine anfiingliche Bindung des Trypsins an Lo- 
sungsprodukte, die bei der Zersetzung dieser wieder aufge- 
hoben wird, 

Das ganze Verhalten der Extrakte ist fiir den Hauptzweck 
unserer Aufgabe. die Herstellung vollwirksamer, reinerer Enzym- 
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priiparate von Wichtigkeit. Da die Extrakte auch bei Zimmer- 
temperatur an Wirksamkeit eimbiiben, wird man sie zur Er- 
reichung dieses Zweckes eben ziemlich frih verarbeiten 
haben; «allerdings werden die Losungsprodukte, die in friiher 
Zeit noch vorhanden sind und erst’ spiiter leichter wegzu- 
schalfenden Zersetzungsprodukten Platz machen, dabei hinder- 
lich sein. Ks ist bet der leichten Enzyms 
jedenfalls noch zu versuchen, ob nicht bei sehr niederen Tem- 
peraturen neben dem Enzym weniger Stofle in Losung gehen, 
soweit diese nicht auf einfacher Extraktion beruht, die tibrigens 
auch bel sehr niederen Temperaturen geringer sein kann, son- 
dern eine Funktion der Selbstverdauung ist, die dabei jeden- 
falls moglichst hintangehalten wiirde. 

Die Extraktion mit Salzen ist aus verschiedenen Griinden 
gemacht worden. Auf die Extrakte haben sie im allgemeinen 
keinen ungiinstigen Einflub. Gereinigtere Enzymlosungen werden 


aber, wie wir sehen werden, manchmal — allerdings nicht 
immer — durch sie vor der Verminderung ihrer Wirkung 


mit der Zeit geschiitzt. So konnten sie diese Wirkung auch 
in den Extrakten austiben, wenn dieselbe tatsiichlich auch hier 
weniger zum Ausdruck kam. Weiter werden wir sehen, dal 
durch den anfanglichen Zusatz gewisser anderer Salze als zur 
Darstellung der reineren Enzympraparate verwendet wurden oder 
der gleichen in bestimmter Konzentration, unwirksame Nie- 
derschliige entfernt werden konnten. Und da das Filtrieren 
solcher salzhaltigen Lo6sungen meist besser von  statten gelit 
als das der wiisserigen Losungen, war es angezeigt, diese schon 
vor der Filtration zuzusetzen. Da aber der Salzzusatz etwaige 
Spaltung von Zymogen hindern wurden diesen 
Fallen die Driisen zuerst kurze Zeit mit Wasser angesetzt und 
erst dann auf die gewiinschte Salzkonzentration gebracht. 

Da Kochsalz bis zu sehr hohen Konzentrationen zuge- 
setzt werden kann, ohne das Trypsin wesentlich zu schwichen, 
so dali man annehmen konnte — was auch Kihnes_ Er- 
fahrungen entspricht —, dali das Enzym dadurch nicht aus- 
gefallt wird, so lag es nahe, zu versuchen, ob nicht durch 
Extraktion der Driisen mit ganz konzentrierter Kochsalzlosung, 
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die ja viele Eiweibkorper aussalzt, respective hier nicht in 
Losung gehen von vornherein reinere Enzymlosungen 
erhalten werden konnten., 

Kin solcher Versnch hatte aber kein giinstiges Resultat. 

Am 6. November 1901 wurde ein Pankreas zerkleinert, 
mit Kochsalz zerrieben, mit wenig konzentrierter Kochsalz- 
losung Ubergossen und Steinsalz hineingestellt. Am folgenden 
Tage wurde eine Probe filtriert und mit Wasser verdiinnt. 
Diese Losung enthielt allerdings etwas Enzym, aber nur sehr 
wenig, da eine Fibrintlocke erst nach Stunden davon ange- 
eriffen wurde. Vielleicht war aber in diesem Falle nur Zy- 
mogen in LOsung gegengen, und es wurde deshalb eine Probe 
nach Heidenhain mit Essigsiiure behandelt. Aber auch dies 
hatte keinen nennenswerten Erfolg. 

Der Versuch hat aber in einer anderen Beziehung grobes 
Interesse. Das Extrakt zeigte gar keine Biuret- und nur 
eine sehr geringe Nanthoproteinsiurereaktion. Es gab 
aber auf Zusatz von Essigsiiure bis zur kriiftig sauern Reak- 
tion einen reichlichen amorphen Niederschlag. Es findet sich 
also in Pankreasextrakten und zwar, wie wir spiiter sehen 
werden, auch in wiisserigen, ein Korper, der mit Essigsiiure 
fillbar ist und keine Eiweibreaktionen gibt. 

Ich habe dieser Methode bisher vielleicht doch zu wenig 
Aufmerksamkeit geschenkt: denn nachdem das Gemiseh 3 Mo- 
nate gestanden hatte, zeigte eine filtrierte Probe, mit der gleichen 
Menge Wasser verdiinnt, doch nicht unerhebliche Wirkung auf 
Fibrin. Leider habe ich damals versiitumt, wieder auf sonstige 
Losungsprodukte zu untersuchen. Ich verdiinnte damals das Ganze 
mit der gleichen Menge Wasser und untersuchte nach einem wel- 
teren Monat. Nun war die Wirkung recht gut, die L6sung gab aber 
eine starke Biuretreaktion. Da tbrigens Trypsin auch in ganz 
konzentrierten SalzlOsungen seine Wirksamkeit nicht ganz 
verliert, ist diese Art der Extraktion, die jedenfalls langer Zeit 
bedarf, wobei eben doch Selbstverdauung eintreten kann, wohl 
nicht gerade aussichtsreich. 

Kine auffallende Tatsache labt sich aus den oben ge- 
schilderten Pankreasextrakten ableiten,  niémlich ihre 
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Wirkung innerhalb gewisser Grenzen ziemlich unabhiingig ist 
yon der Menge des Wassers, das zur Extraktion der Driisen 
verwandt wird. Man bekommt bei Anwendung von der gleichen 
Menge Wasser wie das Gewicht der Driisen oder bei der 
doppelten ziemlich gleich wirkende Extrakte. 

Der auffallend geringe Zerfall der Driisen bei Anwendung 
von wenig Wasser, wie dies beim P.E. vom 7. Febr. 1902 
der Fall war, wo zuerst auf 730 g Driisensubstanz nur 300 com 
Wasser angewandt wurden, deutet vielleicht darauf, dat auf 
diese Weise keine sehr gut wirkenden Extrakte erhalten werden. 

Auf der andern Seite war die Wirkung der 4 Extrakte 
vom 9. Juli 1901, wo sehr viel Wasser angewandt wurde, 
niimlich das 4fache des Driisengewichtes, auch etwas geringer. 
Hier kann aber auch die von Vernon beobachtete eigentiim- 
liche Tatsache vorliegen, daf einzelne Driisen immer weniger gute 
Extrakte liefern als mehrere zusammengenommen. Wie weit dabei 
etwas Ahnliches wie die ebenfalls von Vernon beobachtete 
Tatsache der Aktivierung schlecht wirkender Extrakte dureh 
kleine Mengen gut wirkender oder, allgemein gesagt, Unter- 
stiitzung der Wirkung des Extraktes einer Driise durch die 
Extrakte anderer in Betracht kommt, weib ich nicht zu sagen. 

Sicher ist, dab bei Wassermengen, die zwischen diesen 
Extremen liegen, innerhalb weiter Grenzen gleich wirkende 
Extrakte erhalten werden. Es stimmt dies mit Heidenhains 
Anschauung tiberein, tryptisch wirkende Losungen die 
Grenze uberschreiten konnen, jenseits welcher sich die Menge 
des darin enthaltenen Enzyms nicht mehr in Unterschieden 
der Losungsgeschwindigkeiten ausdriickt.!) Was hierfiir der 
Grund ist, ist eine andere Frage. Man weil, dali durch die 
Anhiiufung von Lésungsprodukten in einer tryptischen Loésung 
die Wirkung des Trypsins, wenn auch nicht, wie dies bei dem 
Pepsin unter gleichen Bedingungen der Fall ist, aufgehoben, 
so doch sehr verlangsamt wird. Es ist nun daran zu denken, 
dali konzentriertere Losungen vielleicht mehr Enzym enthalten, 
dessen zu erwartende raschere Wirkung aber durch die dabei 
reichlicheren Losungsprodukte kompensiert wird. 


1; Hermanns Handb. d. Physiol., Bd. 5, Heft 1, S. 187. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXVIIL. OU 
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Versuche zur Isolierung von ,,Trypsinpraparaten“. 


Im ganzen bekommt man also durch Extraktion von 
Pankreas ber Zimmertemperatur mit Wasser, verdiinnten Al- 
kalien, Salicylsaure oder Neutralsalzen sehr gut tryptisch 
wirkende Losungen, aus denen nun Praparate herzustellen 
waren, die von vielem Unwirksamen befreit, moéglichst ebenso 
gut wirkende Losungen geben, wie die Extrakte selbst. Dies 
erkennen, ist ihre Losung in der gleichen Menge Fliissigkeit 
erforderlich, 

Auf diese Weise die Wirkung der Priiparate festzustellen, 
halte ich fiir notig. Wir haben gesehen, dai das Trypsin ein 
leicht zu schadigender Korper ist: ob diese Schiidigung quali- 
tativ oder nur quantitativ ist, ist uns aber bis jetzt nicht 
bekannt. Auch bei der Darstellung Enzympraparaten 
kann eine Schiidigung eintreten, von der das gleiche gilt; und 
wir miissen zuniichst wissen, ob wir entsprechenden 
Priiparatlbsungen auch gleiche Wirkung erzielen, wie mit den 
Extrakten selbst. Das niichste Kriterium hierfiir wird wieder 
die Geschwindigkeit der Losung von Fibrin sein, wenn ich 
mir auch wohl bewubt bin, dab dadurch das) Enzym_ noch 
nicht vollstiindig charakterisiert ist. Um dies zu erreichen, 
miissen alle Zersetzungsprodukte studiert werden, eine Aufgabe, 
die zuniichst auBberhalb des Rahmens dieser Arbeit legt, wenn 
ich auch einige Beobachtungen dartiber gemacht habe, die ich, 
da man daraus schon Wichtiges ersieht, mitteilen werde. 

Es war zu erwarten, dab die aus Pankreasextrakten her- 
gestellten Priparate die gleichen Eigenschaften haben wiirden 
wie jene, da sie niimlich leicht, besonders in der Warme, 
geschiidigt wiirden. Diese Schiidigung bei Korpertemperatur, 
bei der der Saft doch im Organismus zu wirken hat, ist eine 
sehr auffallende Tatsache. Es fragt sich aber sehr, ob wir 
mit unsern experimentell gemachten Extrakten den Wirkungen 
des Saftes gleichkommen, oder ob nicht dessen Wirkung im Tier- 
korper durch irgend etwas anderes garantiert wird. 

ist aber schon lange bekannt, dab die Wirkung 
von Pankreasextrakten von gewissen Substanzen  beeinflubt 


i 
aly: 
| 


P 


Beitrage zur Kenntnis der Trypsinwirkung. 


wird, namentlich von Salzen.!) Ferner hat Biernazky?) bei 
Kithne gefunden, dafi diese und andere Korper das Trypsin 
bei noch hoheren Temperaturen, die im allgemeinen schon 
sehr rasch schiidlich wirken, vor der ZerstOrung bis zu einem 
gewissen Grade bewahren. So war zu hoflen, durch diese 
oder iihnliche Mittel auch die Dauerhaftigkeit der Extrakte zu 
erhodhen, und ebenso von Priiparatlosungen, wenn man letztere 
nur einmal von unverminderter Wirkung dargestellt hatte. 

Die bisherigen Versuche, gereinigtere Enzymlésungen 
darzustellen, leiden alle daran, dal die damit Beschiiftigten 
nicht mit der Tatsache der Schiidigung des Enzyms durch Zeit 
und Wiirme rechneten. Auberdem gibt es noch andere Griinde, 
warum ich einige in neuerer Zeit angegebene Isolierungsmethoden 
nicht direkt adoptiert habe. 

Mochizuki*) hat eine angereicherte Enzymlésung dar- 
gestellt durch partielle Alkoholfallung, von der er zwar auch 
nicht ihre Wirkung im Verhaltnis zum angewandten Pankreas- 
extrakt angibt, wohl aber sagt, dal sie Fibrin rasch und 
vollstiindig l6se. Mochizuki digerierte frische Pankreas mit 
Toluolwasser bei 40°C, 16 Tage lang, dann fiilite er mit der 
gleichen Menge Alkohol von 96°/o einen wenig wirksamen 
Niederschlag aus und fillte das Filtrat davon nochmals mit 
der gleichen Menge Alkohol, liste diesen Niederschlag auf und 
dialysierte die L6sung. Endlich digerierte er dieselbe nochmals 
50 Tage bei 40° C, 

Ich kann die Alkoholbehandlung nicht unbedingt empfehlen. 
Man kann zwar aus Pankreasextrakten mit Alkohol Nieder- 
schlige gewinnen, die, wenn sie gleich in verdiinnter Soda- 
losung gelést werden, recht gute Enzymldésungen geben. Im 
allgemeinen aber habe ich gesehen, dali die Alkoholbehandlung 
das Trypsin leicht schidigt. Ubrigens habe ich entgegen den 
Erfahrungen von Mochizuki schon durch Fiillung yon Pankreas- 
extrakten mit der gleichen Menge Alkohol ziemlich gut wirkende 

1, S. Podolinski, Beitraége zur Kenntnis des pankreatischen 
weiffermentes. Breslau 1876. 

2) Zeitschr. f. Biol., XXVIII, N. F. X. S. 49. 

3) Hofmeisters Beitriige, Bd. 1. 5. 44. 
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Losungen erhalten. Dies erkliirt sich aber daraus, dab ich, 
um das Trypsin zur Zeit des Maximums seiner Wirkung zu 
erhalten, auf friihere Stadien der Extraktion und Zimmer- 
temperatur angewiesen war, wobel in den Extrakten anders 
geartete Niederschliige entstehen konnten, die Trypsin mit sich 
mederreiben konnen, das sich ja an alle moéglichen in seiner 
Losung suspendierte Dinge leicht anheftet. 

Der gleiche Umstand macht sich bei der Methode von 
Jakoby?) geltend. Auch ner hat sich ergeben, dab in den 
friiheren Stadien der Verdauung schon bei Sittigungsgraden 
des Ammonsulfats, die nach Jokoby noch kein Trypsin aus- 
fallen, Niederschiiige erhalten werden, die selir viel, bisweilen 
den Teil des Wirksamen enthalten. 

Im allgemeinen wird man aber die Aussalzung als 
schonendstes Fiillungsmittel betrachten miissen, wenn man 
z. B. bedenkt, dab EiweibkOrper bei dieser Methode nicht 
denaturiert werden, und ich habe mich bald tiberzeugt, dab 
man dadurch Niederschliige erhalten kann, die wenigstens das 
eine Postulat erfiillten, dafi sie, in gleicher Menge Wasser 
gelost, die gleiche Wirkung hatten wie die urspriinglichen 
Extrakte. 

Zuniichst fragt es sich nun aber, welche Salze anzuwenden 
waren. Durch Kiihnes Erfahrungen wissen wir, dali Koch- 
salz gar nicht, Ammonsulfat dagegen vollstindig das Enzym 
austillt. Diese Salze sind die beiden Extreme, die Eiweib 
und eiweibartige Korper aussalzen. In der Mitte steht woh! 
das Magnesiumsulfat, welches also auch zu probieren war. 
Vielleicht war doch durch fraktionierte Féllung mit dem einen 
oder andern dieser Salze oder durch Kombination mehrerer 
oder auch die anfiingliche Anwendung anderer eiweibfillender 
Mittel die Méglichkeit gegeben, Unwirksames zu entfernen, um 
so auch dem andern Postulate zu gentigen, neben dem Enzym 
moglichst wenig andere Substanz in Losung zu erhalten, iiber- 
haupt also moglichst substanzarme Loésungen zu bekommen. 

Dieser Zweck konnte vielleicht auch durch die Dialyse 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 46, 5. 28. 
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unterstiitzt werden, und endlich war zu probieren, wenigstens 
einen unwirksamen Korper zu entfernen, den Kiihne als 
Leukoid bezeichnet hat, durch die Behandlung mit Essigsiiure. 

Ich gehe nun dazu tber, meine Erfahrungen mit diesen 
Aussalzungsmethoden schildern. 


Aussalzung von Pankreasextrakten durch Magnesiumsulfat. 
f. Pankreasextrakt vom 21. Mai 1901. 
Sittigung einer Probe dieses Extraktes mit Magnesiumsulfat am 
24. Mai ergab eine Triitbung, die auf einem Filter gesammelt und ab- 
gepreht wurde. Das Filter, mit der gleichen Menge Wasser extrahiert 
wie die Probe, ergab eine Loésung, die, alkalisch gemacht, eher besser 
auf Fibrin bei 40° C. wirkte als das Extrakt selbst. 


2. Pankreasextrakt vom Juni 1901. 

a) Eine Probe dieses Extraktes wurde am 13. Juni in ganz gleicher 
Weise behandelt, wie die unter 1. erwihnte. Der in gleicher Menge 
Wasser wiedergeléste Niederschlag war nicht ganz so gut wirksam 
wie das P. E. selbst. 

Es wurde deshalb das Filtrat von der mit Magnesiumsulfat ge- 
siittigten LOsung untersucht, und es zeigte sich, dal} dieses noch wirk- 
sam war, wenn man es mit der gleichen Menge Wasser verdiinnte. 

Wurde nun das magnesiumsulfatgesiittigte Filtrat) mit etwas 
mehr des Salzes auf 40° C. erwiirmt, so entstand nochmals ein wirk- 
samer Niederschlag, und das Filtrat davon zeigte, mit der gleichen 
Menge Wasser verdiinnt, keine lOsende Wirkung mehr auf Fibrin. 

b) Gleiche Proben, von denen die eine jedoch mit Soda deutlich 
alkalisch gemacht worden war, wurden mit Magnesiumsulfat ausgesalzen. 
Die beiden Niederschliige waren aber in ihrer Wirkung ganz gleich und 
diese war kaum anders als die des P. E. selbst. 

Die bisherigen Pankreasextrakte waren im Wirmeschrank gemacht, 
die folgenden bei Zimmertemperatur: 


3. Pankreasextrakt vom 21. Juni 1901. 
a) Am 24. Juni wurde eine Probe mit Magnesiumsulfat gesattigt. 
Der Niederschlag wirkte wie das P. E. selbst. 
b) Eine Aussalzung aus dem alkalisch gemachten Extrakte 
(‘490 Soda) ergab eine Fiillung, die gelést ziemlich ebenso wirkte 
wie das P. E. selbst. 
Das Filtrat von dieser Fallung, mit der gleichen Menge Wasser 
verdiinnt, war noch wirksam. 
4. Pankreasextrakt vom 2. Juli L9OL. 
a) Am 20. Juli wurde eine Probe dieses Extraktes mit der gleichen 
Menge konzentrierter Magnesiumsulfatlisung versetzt, so da es halb- 
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cesittigt war. Fs entstand dabei ein Niederschlag, der, gelist und 
alkalisch gemacht, gar nicht auf Fibrin wirkte. Eine im Filtrat vor- 
cenommene Ganzsiitigung hatte den giinstigen Erfolg, der dabei 
entstehende Niederschlag sehr gering war und nahezu wie das 
P. EK. selbst wirkte, das tibrigens zu dieser Zeit schon selbst nicht un- 
erheblich an Wirkung eingebiftt hatte. Das salzgesittigte Filtrat war in 
diesem Falle wenig wirksam, eine Fibrinflocke zeigte darin, nachdem es 
mit der gleichen Menge Wasser versetzt war, erst nach einer Stunde 
beginnenden Zertall. 

b) Kine andere Probe dieses P. FE. wurde am 26. Juli zuerst auf 
1°, Soda gebracht und dann mit Magnesiumsulfat halbgesiittigt. Dabei 
entstand tiberhaupt keine Triibung. Nun wurde ganz und zuletzt auch 
ber 40° C. gesiittigt. Der Niederschlag wirkte nicht ganz so gut wie 
das P. E.. und dabet war nahezu alles Wirksame ausgefallt, da im mit 
Wasser verdiinnten) Filfrat) eine Fibrinflocke erst nach Stunden 
Spuren von Zerfall zeigte. Ob hier wohl die Wiirme in der kurzen Zeit 
es stand nur ‘2 Stunde bei 408 schadlich war? 


/ 


dD Pankreasextrakt vom 24 Juli 1901. 


Proben dieses Extraktes wurden mit Magnesiumsulfat fraktioniert 
cefiillt. Halbsattigung mit Magnesiumsulfat (2%. Juli), sei es, daf 
diese durch Zusatz der gleichen Menge konzentrierter Salzlésung oder 
durch Kintragen des Salzes in das Extrakt in Substanz bis zu 35°), 
was etwa der Halbséattigung entspricht, bewerkstelligt wurde, ergab  ge- 
ringe flockige Fallungen von geringer Wirksamkeit (erst nach 1'e 
Stunden deutlicher Zerfall), so dafs diese als unwesentlich entfernt werden 
konnten. Siittigung der Filtrate davon bei 40’ C. ergab Niederschlige, 
die etwas geringer wirkten als das P. E. selbst. In einem Falle war die 
Wirkung der Losung einessolchen Niederschlages 1) gegeniiber dem P.E. (2) 

1. 5 Min.: st. Z.; 10: maf. R.; 15: ger. R. 

2. 5 Min.: st. Z.; 10: gelést. 

Aber die Filtrate von diesen Niederschligen, einerlei ob die- 
selben in neutraler (resp. schwach saurer) oder alkalischer Lésung vor- 
genommen wurden, waren noch recht wirksam: in dem oben erwihnten 
Falle wirkte eine mit der gleichen Menge Wasser verdiinnte Filtratprobe 
so, daf eine Fibrinflocke in 15 Minuten deutlichen Zerfall zeigte. Es 
stellte sich spiiter in diesem Falle heraus, die Loésung bei 40° C. 
nicht vollstindig mit dem Salz gesittigt war; aber auch nachdem dies 
sicher erreicht war, wirkte das mit Wasser in gleicher Menge verdiinnte 
Filtrat noch so, daf§ an einer Fibrinflocke sich nach einer halben Stunde 
deutlicher Zerfall zeigte. 

Da die Magnesiumsulfatfillung sich als unvollstindig erwies, wurde 
versucht, ob aus dem mit dem Salz halbgesattigten Filtrate nicht 
viellercht durch Alkohol das Wirksame ausgefillt werden kénnte. 
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Zuniichst wurde das halbgesittigte Extrakt mit der gleichen Menge 
4° ,igen Alkohols versetzt.. Dabei entstand ein vorwiegend krystallinischer 
Niederschlag. der nur teilweise in Wasser léslich war, und dessen Lésung 
auf Fibrin keine Wirkung hatte. Das Filtrat davon wurde abermals mit 
der gleichen Menge Alkohol versetzt, wobei ein kiésiger Niederschlag 
entstand, der in Wasser leicht und vollkommen l6slich war. Eine Probe 
desselben, besonders gesammelt und in der entsprechenden Menge Wasser 
celOst. wirkte nicht so gut wie das P. E. selbst (10 Min.: zieml. Z.; 30: 
celist), er gab aber keine Spur von Biuretreaktion; wohl aber beim 
Ansiiuern und Erhitzen cin miifiges Koagulum und die Nanthoprotein- 
reaktion. Der ganze Niederschlag wurde nun in wenig Wasser velost, 
mit Thymol und Toluol desintiziert und der Dialyse unterworfen, wo- 
von spater. 

6. Pankreasextrakt vom 12. November L9OL. 

Ebenfalls fraktionierte Magnesiumsulfatfiillung. Am 13. November, 
wo das Extrakt schon ausgezeichnet wirkte (2 Min.: be. Z.: 10: fast 
gelost), wurde es auf 35°o des Salzes gebracht; das Filtrat davon bei 
Zimmertemperatur ganz gesittigt. Der dabei entstehende Nieder- 
schlag wirkte, wieder gelOst, nahezu wie das P. E.: 

2 Min.: 0; d: deutl. Z.; 10: maf. R.; 15: ger. R. 

Bei 40" C. entstand ein weiterer Niedersehlag und nachdem 
dieser in der Lésung des Kaltniederschlags gelést war. wirkte die Losung 
noch besser: 

2 Min.: be. Z.; 5: maf. R.; 15: gelést: 
also jetzt so gut wie das P. E. selbst. Nachdem die Lésung 3 Tage 
vestanden hatte, hatte sie kaum an Wirkung eingebiift. 

Der in der Kalte durch Siittigung entstandene Niederschlag gab, 
wicder geldst, gar keine Biuretreaktion, der bei 40° C. entstandene 
eine schwache. 


Zusammenfassung. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dai man durch 
Sattigung mit Magnesiumsulfat im allgemeinen gut wirkende 
Niederschlige erhilt. Indessen treten hier Verschiedenheiten 
zu ‘Tage, fiir die noch keine geniigende Erkliirung zu finden 
ist. In einem Falle wurde durch das Salz bei Siittigung in 
der Kiilte alles ausgefiillt: meist, wie es scheint, namentlich 
bei wirksameren Extrakten, ist dies jedoch nicht der Fall, und 
dann fallt bei 40°C. weiteres Wirksame aus, aber auch dann 
nicht immer vollstaéndig. Die Reaktion, bei der gefallt wird, 
neutral oder alkalisch, ist auf die Wirkung der Siittigungs- 
ohne Einflut. 
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Ks empfiehlt sich, vor der Séttigung erst halb zu sattigen. 
Dabei tritt wohl manchmal keine Fiillung ein (in diesem Falle 
war das P. E. alkalisch gemacht worden), in anderen Fiillen 
entsteht aber ein mehr oder weniger starker Niederschlag, den 
man, da er nur geringe Wirksamkeit besitzt, entfernen kann. 
Man kann dann durch Ganzsiittigung sehr gut wirkende Nieder- 
schliige von geringerer Masse erhalten. Von einem solchen 
stellte sich heraus, dali er keine Biuretreaction gab. Eine 
biuretfreie Féllung wurde auch in einem halb mit Magnesium- 
sulfat gesiittigten P. E. durch Alkoholfallung erhalten, die aber 
von weniger guter Wirkung war. 

In einem Falle (P. E. vom 21. Mai 1901) wirkte der 
Salzniedersehlag eher besser, als das P.-E. selbst. Ich will 
darauf kein zu grobes Gewicht legen, da der Unterschied doch 
unbedeutend war. Wenn man aber, wie beim P. E. vom 
24. Juli 1901, dureh Magnesiumsulfatsittigung einen Nieder- 
schlag erhélt, der in seiner Wirkung nahe an die des Extraktes 
herankommt, aber das Filtrat davon noch so wirksam findet, 
so ist man geneigt, anzunehmen, dab die ausgesalzenen Nieder- 
schliige zusammengenommen von besserer Wirkung waren. 
als das P. E. selbst, dab sich das Enzym in diesem nicht unter 
den fiir seine Wirkung giinstigsten Bedingungen befande. 


Aussalzung von Pankreasextrakten durch Ammonsulfat. 
1. Pankreasextrakt vom 21. Juni 1901. 

Am 29. Juni wurde eine Probe dieses Extraktes alkalisch gemacht 
('4%o Soda) und auf Ammonsulfatsittigung gebracht. Der Nieder- 
schlag, gelést, wirkte sehr gut, eher besser als das P.E. selbst. Das 
Filtrat davon wurde dann ganz gesittigt. Der dabei entstehende 
Niederschlag war gering und ganz unwirksam auf Fibrin. 

2. Pankreasextrakt vom 2. Juli 1901. 

a) Am 12. Juli wurde eine Probe zuerst auf 50°/o, das Filtrat 
auf 75°o und das Filtrat davon ganz gesittigt. Der 50°/oige Nieder- 
schlag war ziemlich betriéchtlich, die anderen gering. Alle 3 Nieder- 
schlige waren wirksam:; immer noch, wenn auch unbedeutend, der letzte 
(dies steht in Widerspruch zu der sub 1. gemachten Beobachtung, in- 
dessen wurde dort aus alkalischer Lésung gefallt). 

Zum Vergleich der Wirkung der Niedersehliige der 50° o- (1.) und 


der 73° o- (2.) Siittigung diene folgende Tabelle, in der sich unter (5 
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die Wirkung des P.E. selbst zu dieser Zeit findet und endlich unter (-4.) die 
Wirkung dieses Extraktes, nachdein darin eine kleine Menge Ammonsulfat 
(etwa entsprechend der an den Niederschligen haftenden) gelist war. 

1. 7 Min.: Sp. Z.; 10: bg. Z.; 15: deutl. Z.; 30: ger. R.: 50: gel. 

2. 5 Min.: Sp. Z.; 10: deutl. Z.; 15: st. Z.; 20: kl. R.; 30: gel 

3. 5 Min.: Sp. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R.; 30: gel. 

4. 5 Min: 0; 10: deutl. Z.; 15: maf. R.; 30: sehr ger. R. 

b) Am 12. Juli wurde eine Probe des P.E. auf 30°. Ammonsulfat- 
sittigung gebracht. Da der Niederschlag sehr gering war, wurde am 
folgenden Tage sofort auf 50° o gesiittigt. Dieser Niederschlag, der auch 
nicht sehr betrachtlhch war, gesammelt mit 50°/o gesiittigter Ammon- 
sulfatlisung ausgewaschen und wieder gelést, wirkte gering: 

20 Min.: bg. Z.; 30: st. Z.; 1 St. maf. R. 

Das Filtrat wurde ganz gesiittigt. Der dabei entstehende Nieder- 
schlag wirkte, gelést und alkalisch gemacht, so gut wie das P.E. selbst 
an diesem Tage, namlich: 

d Min.: deutl. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R.; 25: sehr g. R.; 35: gel. 

So gut dies Resultat war, so hatte doch die Loésung dieses 
Ammonsulfatniederschlages einen grofen Nachteil. Nachdem sie nimlich 
24 Stunden (neutral) gestanden war, war sie in ihrer Wirksamkeit ganz 
auffallend verringert und zwar eine bei Ziinmertemperatur gestan- 
dene Probe (1.) etwas weniger als eine, die tiber Nacht im Warmeschrank 
bei 38° C. war. (2.) 

1. 15 Min: Sp. Z.; 20: deutl. bg. Z.; 25: etwas mehr Zerfall; 50: kl. R. 

2. 15 Min.: 0; 20: Sp. Z.; 25: wie bei 1.; 50: kl. R. 

Nach weiteren 9 Tagen Stehen bei Zimmertemperatur war twbrigens 
keine weitere Schiédigung mehr zu bemerken. 

3. Pankreasextrakt vom 3. Dezember 1901. 

a) Fine Ammonsulfatsittigung ergab am 10. Januar 1902 (in einer 
Probe, in der sich Bakterien gefunden hatten, die aber durch neuen Zu- 
satz von Desinfektionsmitteln abgetétet worden waren) einen Nieder- 
schlag, der von ungefahr der gleichen Wirkung war (1.) wie das 
P.E. selbst. (2.) 

1. 5 Min.: st. Z.; 10: fast gelost. 

2. 5 Min.: st. Z.; 10: gelost. 

War in dem vorigen Versuche die rasche Abnahme der Wirkung 
der Lisung beim einfachen Stehen bei Zimmertemperatur auf eine 
Wirkung des \mmonsultats geschoben worden, so stellte sich be: diesem 
Versuche heraus, daf das nicht die Ursache sein konnte; denn am 
anderen Tag war diese Liésung noch von nahezu der gleichen Wirkung 
Selbst nach 9 weiteren Tagen war kaum eine Abnahme der Wirkung 
zu bemerken. 

b) Auch bei diesem P. E. wurde eine fraktionierte Ammonsulfat- 
fillung gemacht (13. Januar 1902). Der bei 60” 5-Sittigung entstandene 
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Niederschlag enthelt mehr Wirksames, als der bei Ganzsiittigung ent- 
standene. 


t. Pankreasextrakt vom 14 Januar 1902. 

Am 13. Februar wurde eine Probe alkalisch gemacht und mit 
Ammonsulfat gesattigt, der Niederschlag mit gesiittigter Ammonsulfat- 
losung gewaschen, bis die Waschfliissigkeit keine Biuretreaktion mehr 
gab. abgepreft, vom Filter abgeschabt und auf eine Glasplatte aus- 
vestrichen. Am andern Tag war er trocken. Er war nur teilweise 
lOslich; ein Sodaextrakt desselben wirkte besser als ein wiisseriges, Eine 
U.87 ° oige Losung des Priparates entsprach (wenn es ganz gewesen 
wiire) urspriinglichen P. Wahrheit ist der Prozentgehalt 
dieser Priiparatlosungen geringer an aus dem P. E. stammenden Sub- 
stanzen, da in den Niederschliigen immer viel Salz von der Darstellung 
haftet.) Eine soleche Losung gab eine Biuretreaktion von mehr violetter 
Farbe, die aber beim Kochen bestehen blieb. 

Da es sich, nach der violetten Biuretreaktion zu urteilen, vielleicht 
um unveriindertes Eiweifs handelte, versuchte ich, cb nach langer Al- 
koholbehandlung des Trockenpriparates dieses nicht unléslich ge- 
macht werden konnte; aber nach dreimonatlichem Stehen unter Alkohol 
gab eine Losung immer noch die Biuretreaktion und enthielt noch etwas 
von einem bei #0° C. mit Essigsiiure fillbaren Korper. 

Ich gebe hier die Wirkung des P. E. zur Zeit der Darstellung 
dieses Trockenpriparates (1); die der entsprechenden Losung des Trocken- 
priiparates (2) und diejenige des gleichen Préparates nach Alkoholbehand- 
lung (3) (letztere Lésung war sogar etwas konzentrierter). 


(1) (2) (3) 

Min. et. 2. be. Z. 
10 >» ger. R. st. Z. deutl. Z. 
200 gelost ger. R. zieml. Z. 
30.» gelist 
> — ger. R. 


Man sieht hieraus, daf§ die Lésung des Trockenpriiparates etwas 
ceringer wirkt als das P. E. selbst, doch ist dies unbedeutend. Wir 
werden spiiter sehen, das Eintrocknen hiiufig dem Trypsin sehr 
schadlich ist. Nach der Alkoholbehandlung zeigte sich aber das Pria- 
parat in seiner Wirkung nicht unerheblich geschwiacht. 


Pankreasextrakt vom 7. Februar 1902. 
a) am If. Februar wirkte ein Ammonsulfatsattigungsmieder- 
schlag wie das urspringliche Extrakt. 
b) Am 12. Februar wurde eine Probe alkalisch gemacht und mit 
Ammonsulfat gesattigt (das Filtrat davon ist wirkungslos) und der 
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Niederschlag getrocknet. Eine 1° vige Lésung desselben entspricht 
dem P. E. Eine solche Lésung wirkte kaum anders (1) als das P. EF. (2). 


(1) (2) 
5 Min. zieml. Z. st. Z. 
10 kl. R. 
15 > ger, R. ger. R. 
20» gelist velost 


Diese Priiparatlésung reagierte deutlich sauer, obwohl aus  al- 
kalischer Lésung gefillt war, sie gibt Biuretreaktion; beim Ansiiuern 
Triibung und beim Kochen ein ziemliches Coagulum. Bei dieser Probe 
wurde ferner konstatiert, daf§ durch das Ammonsulfat nicht alles Biuret- 
cebende ausgesalzen wird, indem das Filtrat vom Ammonsulfatnieder- 
schlage diese Reaktion auch noch gab. 

c) Am 17. Februar wurde eine Probe des Extraktes mit Ammon- 
sulfat gesiittigt. Der Niederschlag wurde so lange mit konzentrierter 
Ammonsulfatlisung gewaschen, bis das Filtrat keine Biuretreaktion 
mehr gab, dann geprefit und getrocknet. Eine Losung von 0,8 ° dieses 
Trockenpriiparats entsprach dem urspriinglichen P. (Das  Priiparat 
war iibrigens nur in verdiinnter Sodalésung ganz loslich; aber nur das 
in Wasser Loésliche enthielt das Wirksame.) Die Lésung wirkte nicht 
sehr gut: 5 Min. ?; 10: zieml. Z.; 15: kl. R.; 20: ger. R.; 25: min. R.: 
sie gab beim Erhitzen ein betrachtliches Coagulum und das Filtrat davon 
eine deutliche Biuretreaktion. 

d) Ein am 26. Februar ganz in der gleichen Weise wie das eben 
beschriebene dargestelltes Trockenpraparat ergab ein etwas ab- 
weichendes Resultat. Das dem urspriinglichen P. E. entsprechende 
wasserige Extrakt war auffallend weniger wirksam als dieses. Auch hier 
ldste sich nur ein Teil in Wasser auf; der Rest, in verdiinnter Soda 
celést, war diesmal von ziemlicher Wirksamkeit. 

Bei diesem Versuch stellte sich eine beachtenswerte Tatsache heraus. 
Nachdem niéimlich der Ammonsulfatniederschlag vom Filter mdeglichst 
sorgfiltig abgeschabt war, wurde dieses mit Wasser extrahiert und zwar 
mit der gleichen Menge, wie das zum Versuch angewandte P. EF, 
Dieses Filterextrakt wirkte auffallend gut. Ich gebe hier zum Ver- 
gleich: 1. die Wirkung des P. E. selbst zur Zeit der Darstellung dieses 
Trockenpraparates, 2. die des wiisserigen, 3. die des Sodaextraktes des- 
selben und 4. des Filterextraktes: 

1. 5 Min.: ziemi. Z.; 10: mifK. R.; 15: sehr kl. R.: 20: min. R. 

. o ?; 10: zieml. Z.; 20: kl. R.; 25: min. R.; 30: gelést. 

Sf -« be. Z.; 10: kl. R.; 15: min. R. 

4.5 » bg. 10: ot. Z.: 16: 

Auch in dem diesem Versuche direkt vorausgehenden war eine 
aiffallend gute Wirkung eines in gleicher Weise hergestellten Filter- 
extraktes aufgefallen, nur war dort nicht die gleiche Menge Wasser an- 
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vewandt, wie das P. E. selbst. weshalb eine quantitative Beurteilung der 
Wirkung unimédglich war. Es scheint also, dafi, wie sich das Trypsin 
leicht an Niederschliige heftet. es auch gewissermafen in das Filter 
kriechen kann; indessen auch das ist nicht konstant. Ich habe spiter 
mehrtach darauf geachtet, aber das Phinomen nie so ausgepragt gefunden, 
wie in diesem Falle. 

e Am 27. Februar wurde eine gréfere Menge dieses P. E. 
(1 Liter) verarbeitet. Es wurde mit Ammonsulfat gesiittigt, nachdem es 
mit Soda kriiftig alkalisch gemacht worden war, wodurch vielleicht ver- 
mieden werden konnte, das resultierende Praiparat eine saure Losung 
gab und dieses vielleicht auch eine bessere Wirkung versprach. Zu 
dem gleichen Zwecke wurde der Ammonsulfatniederschlag mit gesittigter 
Amimonsulfatidsung, die mit Ammoniak deutlich alkalisch gemacht 
worden war, ausgewaschen, bis das Filtrat biuretfrel war, und der 
Niederschlag getrocknet. Auch in diesem Falle war das Filtrat von 
dem Ammonsulfatniederschlage ganz unwirksam auf Fibrin; das Filter- 
extrakt zeigte nicht die auffallend gute Wirkung, wie in den vorhin er- 
wiihnten Fallen. 

Das Trockenpriiparat wog 7,55¢ und entspricht also einer 0,75 °/oigen 
Losung. 

Eine solche Lésung, alkalisch gemacht, wirkte wie das urspriing- 
liche PLE. zu dieser Zeit: namlich 5 Min.: deutl. Z.; 10: kl. R.; sie 
zeiete aber deuthiche Biuretreaktion, wurde von Essigsiure getriibt und 


gab bein Erhitzen ein deuthehes Coagulum. 


6. Pankreasextrakt vom 7. Marz 1902. 

Waren bisher die Niederschlige, die bei Ammonsulfatsattigung 
entstanden, meist von guter Wirkung, gleich oder nahezu so wie das ur- 
spriingliche P.E., so gab die gleiche Behandiung bei diesem P.E. (8. April 
Kein so giinstiges Resultat. 

Der war allerdings schon lingere Zeit vorher auf 20 
Ammonsulfat) gebracht worden: dafi dies aber ohne Einfluf ist, geht 
aus dem zuletzt beschriebenen Versuch hervor, wo das P.E. sogar auf 
25. Ammonsulfat gebracht worden war. Man hat es eben hier mit 
einer jener Inkonstanzen zu tun, die einem bei Pankreasextrakten hautig 
begegnen. Die Wirkung der Losung des feuchten Niederschlages wurde 
durch Zusatz von etwas Ammonsulfat gebessert. Die Salzsiittigung wurde 
am 8. April vorgenommen. Ich gebe hier die Wirkung des P.E an 
diesem Tage (1), die der Lésung des Niederschlages (2) und die der 
cleichen Losung nach Zusatz einiger Tropfen konzentrierter Ammon- 
sulfatldsung (3). 


1. 5 Min.: zieml. Z.; 10: kl. R.; 15: sehr ger. R.; 20: gelost. 


2.5 : 10: bg. Z.: 20: at. Z.; 30: ki. 40: gelost. 
3.5 » bg. Z.; 10: at. Zs 20: 
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7. Pankreasextrakt vom 7. April 1902. 

Bei diesem P.E. wirkte die Lésung eines getrockneten Ammon- 
sulfatniederschlages wieder gut. niéimlich: 

3 Min.: bg. Z.; 5: st. Z.; 10: ger. R., 
also ziemlich ebenso gut wie das P.E. am gleichen Tage (22. April. 

Die Lésung des Salzniederschlages gab bei diesem P.E. eine mehr 
violette Biuretreaktion. 

& Pankreasextrakt vom 2. Juni 1902. 

a) Eine Ammonsulfatsiittigung ergab hier am 10. Juni einen 
Niederschlag, der alles Wirksame enthielt. Um betm Trocknen moglichst 
dic Dissoziierung des Salzes zu verhindern, wurde dasselbe unter cineim 
grofen Trichter, unter dem zugleich ein Schilehen mit Ammomiak stand, 
also in einer Ammoniakatmosphiare getrocknet. Eine 08° oige Losung 
des Praéparates entsprach dem P.E. Eine solche gab deutliche Biuret- 
reaktion. Die Wirkung war (1) im Vergleich mit dem P.E. am = gleichen 
Tage (2): 

1. 5 Min.: deutl. Z.; 10: kl. R.; 20: min. R. 

2.2 » “deutl. Z.; 5: mf. R.; 10: min. R. 

Da dies ein ziemlich gutes Resultat war, wenn die Wirkung des 
Nicderschlages auch nicht ganz die des P.E. erreichte, sollte aus dem 
ganzen P.E. auf diese Weise ein Trockenpriiparat hergestellt werden: es 
wurde jedoch dabei eine fraktionierte Fallung vorgenommen, um in den 
einzelnen Fraktionen eventuell eine mehr oder weniger grofe Reinheit 
des knzyms zu erzielen. Es wurden daher: 

b) 3 Liter PLE. am 23. Juni mit 120 cem Sodalésung von 10°, 
und 400 ¢ Ammonsulfat versetzt. Von einem dabei entstehenden, geringen 
Niederschlage wurde abfiltriert. Das Filtrat wirkte noch sehr gut: 
5 Min: st. Z.; 10: ger. R.; 15: gelist. Weitere 400 g Ammonsulfat  er- 
zeugen darin einen starken flockigen Niederschlag. Dieser wurde ge- 
sammelt, gepreft, in 800 com Wasser gelist (eine Probe davon, dem P.E. 
entsprechend aufs 10fache verdiinnt und auf 45°. NaCl gebracht, wirkte: 
10 Min.: zieml. Z.; 15: kl. R.: 20: ger. R.\, alkalisch gemacht und noch- 
mals mit Ammonsulfat ausgesalzen. Abermals gesammelt, gepreBt und 
in einer Ammoniakatmosphire getrocknet: Priparat 

Kine Probe des Filtrats von dem Niederschlage, der durch die 
zweiten 400 ¢ Ammonsulfat entstanden war, wurde mit Ammonsulfat 
gesattigt. Der Niederschlag, gesammelt und ohne vorheriges Trocknen 
in der entsprechenden Menge Wasser gelist, wirkte: 

® Min.: zieml. Z.: 10: mifi. R.; 20: sehr ger. R. 

Das ganze Filtrat wurde nun mit Ammonsulfat gesiittigt, der 
Niederschlag gesammelt (das Filtrat davon, mit Wasser verdiinnt, war 
wirkungslos auf Fibrin), abgepreft und wie der erste getrocknet: 
Praiparat IL. 
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Von Priiparat I entsprach eine 0,4 ° vige Losung dem P.E. Eine 
solche, alkalisch gemacht, wirkte: 

5 Mim.: ?; 10: st. Z.; 20: ki. R.; 25: min. 

Auf 5°. Na€l gebracht, wirkte sie: 


Min.: zieml. Z.; 10: kl. R., 
alsy besser als vor dem Trocknen! 

Von Priparat Il entsprach eine 0.3 ° ovige Lésung dem P.E. Eine 
solche, alkalisch gemacht und auf 5°. NaCl gebracht, wirkte: 

3S Min.: bg. Z.; 10: maf. R.; 20: ger. R.; 25: min. R., 
also etwas geringer als vor dem Trocknen. 

Wie sich die Wirkung dieser Priiparate gegeniiber dem P.&. stellte, 
weifs ich leider nicht zu sagen, da ich an dem Tage, als die Darstellung 
begonnen wurde, versiiumte, die Wirkung des letzteren zu konstatieren. 
12 Tage vorher hatte es allerdings wesentlich besser gewirkt. 

Merkwiirdig ist, eine dem P.E. entsprechende Lésung von 
beiden Priiparaten zusammen, nimlich 0,4 von IT und 0.3 von II, kaum 
anders wirkte, als das besser wirkende Praparat I, naimlich auf 43°, 
Kochsalz gebracht: 


Min.: deutl, Z.; 10: kl. R. 


Zusammenfassung. 


Da die Aussalzungen mit Magnesiumsulfat ergeben hatten, 
dali dadurch meist nur ein Teil des Wirksamen aus Pankreas- 
extrakten gefiillt wird, wurde zu denen mit Ammonsulfat ge- 
schritten. Dieses Salz fillt schon bei Zimmertemperatur alles 
Wirksame aus. Aber diese Niederschliige sind ziemlich massig, 
geben beim Kochen ein reichliches Coagulum und mehr oder 
weniger deutliche biuretreaktion. 

Die Niederschliige konnen meist getrocknet werden, ohne 
etwas oder viel von ihrer Wirksamkeit einzubtiben. Da_ ich 
inzwischen mit anderen Niederschliigen die Erfahrung gemacht 
hatte, dal} sie beim Trocknen weniger wirksam werden und 
dies auf Dissoziation von den Niederschliigen anhaftendem Salz 
beziehen zu miissen glaubte, versuchte ich, hier einen solchen 
Niedersehlug unter einem groBen Trichter, unter sich 
zugleich ein Schalchen mit Ammoniak befand, also in einer 
Ammoniakatmosphiire zu trocknen. Das Resultat war 
ein gutes, aber anderen Priiparaten, die nicht so behandelt 
waren, gegeniiber nicht das beste, sodafi diese Vorsichts- 
mabregel bei diesen Niederschliigen — wir werden sehen. 
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daf sie bet anderen yon Vorteil zu sein seheint — wohl nicht 
gehoten Ist. 

Langes Liegen dieser Trockenpriiparate in Alkohol ver- 
mindert ihre Wirksamkeit, wahrend ich verschiedene Male zu 
beobachten Gelegenheit hatte, Trockenpriiparate ohne 
Alkoholbehandlung nach langer Zeit von gleicher Wirkung 
waren, 

Da Jacoby!) als untere Grenze der Fiillbarkeit des ‘Tryp- 
sins eine 65 “/oige Siittigung mit Ammonsulfat angegeben hat, 
war es angezeigt, fraktionierte Fiillungen mit diesem Salz vor- 
zunchmen. Meine Resultate weichen von denen Jakobys ab, 
was aber wohl darin seinen Grund hat, dab Jakoby seine 
Extrakte verarbeitete, nachdem sie wochenlang im Brutschrank 
gestanden hatten. Da meine Fiillungen nach kiirzerer Zeit 
und meist bei Pankreasextrakten, die nur bei Zimmertemperatur 
gestanden hatten, gemacht wurden, so waren hier offenbar 
andere Fillungen zu erwarten als bei Jakobvys Extrakten, die 
schon bei geringeren Sattigungsgraden entstehen und das Trypsin 
auf sich niederschlagen konnten. 

Die untere Fallungsgrenze kann unter diesen Umstiinden 
recht tief hegen. Bei dem P.E. vom 2. Juni 1902 erzeugte 
schon ein Salzgehalt von 25 


26%, also etwa 34 °/o Siittigung, 
einen Niederschlag von ziemlicher Wirksamkeit. Beim 
vom 2. Juli 1901 war ein Niederschlag von 50° 0 Sittigung 
von ziemlicher Wirkung. bei diesem Extrakte wurde aber 
die untere Grenze in auffallender Weise verschoben durch eine 
scheinbar geringfiigige Modifikation. Eine Probe war niimlich 
einen Tag lang bei 30 °%/o Siittigung gestanden, und da der 
Niederschlag sich sehr gering zeigte, nun erst auf 50° 9 Siit- 
tigung gebracht worden. Jetzt entstand auch dabei nur eine 
miabigere Fiillung, als wenn das Extrakt gleich auf 50 ° 5 
Sittigung gebracht wurde, und dieser Niederschlag war auch 
nur von geringer Wirkung. 

Zu einer vollstiindigen Ausfillung des Trypsins scheint 
unter den Umstinden, unter denen ich arbeitete, eine Ganz- 


J) Archiv f. exper. Pathologie u. Pharmakologie, Bd. XLVI, S. 2s. 
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siittigung nicht notig zu sein: bei dem P.E. vom 2. Juli 1901 
war allerdings der Niederschlag, der nach 75 °/olger Siittigung 


durch vollstiindige Siittigang entstand, noch etwas — wenn 
auch wenig — wirksam: bei dem P.E. vom 21. Juni 1901 


wurde aber bet 65 9/5 Siittigung schon alles Wirksame ausgefiillt. 

Die Ammonsulfatsiittigungsfiillungen sind im allgemeinen 
von guter Wirksamkeit: nicht immer ganz so gut wie das 
P.E. selbst, manchmal aber doch auch nicht unerheblich ge- 
ringer, wie dies namentlich bei der unter 5 ¢ erwihnten 
Filling der Fall war. Vielleicht war dort das Trocknen des 
Priiparates daran schuld, was, wie wir sehen werden, Ofter 
einen schiéidigenden Einfluf hat. 

Manchmal wirkt, wie dies auch bei den Magnesiumsulfat- 
fillungen der Fall war, ein soleher Niederschlag etwas besser, 
als das Extrakt, und wenn das auch hier wenig ist, so wird 
doch der dort) gemachte Schlu8 dadurch unterstiitzt. Aber 
auch hier kommen Fille vor, die noch mehr dafiir sprechen. 

Wenn Ganzsiittigungsniederschliige von gleicher Wirkung 
sind, wie das P.E. selbst, nachdem schon vorher etwas Wirk- 
sames ausgefiillt war. wie sich dies bei dem P.E. vom 2. Juli 
L901 (b) zeigte, oder wenn das (Soda-)Extrakt des getrock- 
neten Niederschlages nahezu wie das P.E. selbst wirkt, wah- 
rend das Extrakt des Filters, auf dem der Niederschlag ge- 
sammelt worden war, auch noch von sehr guter Wirkung ist, 
so muf man auch hier annehmen, dal} das Gesamtdargestellte 
von besserer Wirkung sein mubte, wie das P.E. selbst. 

Man hiitte erwarten miissen, dafi die L6sung siimtlicher sich 
so verhaltender Niederschliige in der gleichen Menge Wasser 
wie das P.E., aus dem sie hergestellt war, auch besser wirken 
wiirden, wie das P.E. selbst, oder das Lésen eines Nieder- 
schlages in der schon vorhandenen und mit der gleichen 
Menge Wasser wie das P.-E. hergestellten LOsung eines anderen 
die Wirkung dieser ersten Losung verbessert biitte, wie dies 
z. B. bei den Magnesiumsulfatniederschligen vom P.E. vom 
12. November i901 (Nr. 6) der Fall war. Ich habe dies mit 
den eben besprochenen Niederschliigen nicht gemacht, dagegen 
gaben Ammonsulfatniederschliige aus dem P.E. vom 2. Juni 
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1902 in dieser Beziehung ein negatives Resultat. Eine Losung 
des ziemlich gut wirkenden Trockenpriiparates Nr. | wurde 
niimlich durch das Aufl6sen einer entsprechenden Menge des 
Trockenpriiparates If in der Losung von I nicht gebessert. 
Kin Umstand sehien sehr gegen die Ammonsultfatfillungen 
zu sprechen, niémlich der, dali die Losung eines auf diese 
Weise dargestellten Trockenpriiparates, die von sehr = guter 
Wirkung war, schon nach 24stiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur eine auffallende Schwiichung zeigte (P.E. vom 
2. Juli 1901). Von da an blieb sie ziemlich konstant. Ich 
war geneigt, das auf eine schiidigende Wirkung des Salzes zu 
schieben, das ja immer in ziemlicher Menge den Niederschliigen 
anhaftet: aber diese Schadigung trat nicht immer ein, wie die 
Haltbarkeit einer solchen Losung bei dem P.E. vom 3. Dezember 
1901 (a) lehrt, die ihre sehr gute Wirkung tagelang bewahrte. 


Kombination von verschiedenen Salzen und von anderen Fallungs- 
mitteln mit Salzen. 


I. Kombination von Kochsalz und Ammonsulfat. 


A. Kochsalzfallung aus saurer oder saurer und alkalischer Losung. 

Ausgehend von der Tatsache, dai Kochsalz aus saurer 
Losung Eiweibkorper und, teilweise, Albumosen fillt, wurde 
versucht, diese Methode anzuwenden in der Absicht, dadurch 
viel Unwirksames zu entfernen, um dann das Wirksame mit 
Ammonsulfat auszusalzen. 


1. Pankreasextrakt vom 38. Dezember 1901. 

Als Siiure wurde zuniichst eine schwache Siure genommen, von 
der man weil, daf§ sie dem Trypsin nicht schadet, die Salicylsiure. 
Der erste Versuch fiel nicht befriedigend aus: 

a) Am 15. Januar 1902 wurde P. E. auf 1 °/oo Salicylsiiure gebracht. 
Dabei entstand ein Niederschlag von geringer Wirkung. Im Filtrat er- 
zeugte Siittigung mit Ammonsulfat ebenfalls einen geringen Niederschlag, 
der aber, wieder gelist, auch nicht besonders gut wirkte. Das Filtrat 
von diesem Niederschlag war unwirksam. Besser war das Resultat 
bel einem zweiten Versuch. 

b) Auch diesmal (15. Januar 1902), wurde das P. FE. auf 1°00 Salicyl- 
siiure cebracht. dann aber mit Kochsalz ganz gesiittigt. Nun wurde 
filtriert. alkalisch gemacht und nochmals mit Kochsalz gesiittigt. Dabei 
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entstand wieder cin Niederschlag. von dem abermals abfiltriert wurde. 
Dieser Niederschlag enthielt kaum etwas in Wasser Loésliches und scheint 
hauptsiichlich aus Salzen bestehen. Die Kochsalzniederschliige sind 
von geringer Wirkung. Im gesiittigten alkalischen Kochsalztiltrat erzeugte 
Ammonsulfat cinen mifigen Niederschlag. der, wiedergeldst, violette, 
beim Kochen bestehen bleibende Biuretreaktion gibt und gut wirkt 1), 
wenn auch nicht so gut wie das P. E. selbst (2). 

1. & Min.: ziemil. Z.; 10: kl. R.; 16; min, R. 

2. 5 Min. st. Z.: 10: gelést. 

2, Pankreasextrakt vom 14. Januar 1902. 

Weiter wurde versucht, statt der Salicylsiiure die Essigsiure 
anzuwenden. 

a) Am 20. Januar wurde eine Probe des Extraktes auf 1°. Ejis- 
essig gebracht. Dabei entstand eine Triibung. Wurde nun mit Koch- 
salz eesiittigt, so entstand ein Niederschlag. Dieser war in Wasser 
nicht ganz léslich. Das Loésliche zeigte sich aber. alkalisch gemacht. 
von guter Wirkung, niimlich: 

5 Min.: zieml. Z.: 10: kl R.; 15: min. R. 

(Auch zur Extraktion dieses Niederschlages war die gleiche Menge 
Wasser wie das in Arbeit genommene P. FE. angewandt). 

Das kochsalzgesiittigte saure Filtrat wurde nun mit Soda deutlich 
alkalisch gemacht, nochmals mit Kochsalz vollstiindig gesiittigt, wobel 
eine Triibung entstand, von der abfiltriert wurde, Dies Filtrat wirkte 
auch noch sehr gut auf Fibrin, niimlich, mit der gleichen Menge Wasser 
verdiinnt: 

5 Min.: deutl. Z.; 10: kil. R.; 13: min. R. 

Im aus diesem gesiittigten. alkalischen Kochsalzfiltrat weiteres 
mit Ammonsulfat) auszufiillen, wurde dasselbe ein Dialysorschlauch 
mit konzentrierter) Ammonsulfatlosung und iiberschiissigen Krystallen 
dieses Salzes eimegehiingt. Diese Methode hat den Vorteil, dafs man 
nach Nittigung das tiberschiissige Salz leicht mit dem Schlauch wieder 
herausnehimen kann, wiihrend von dem nicht diffundierenden Enzym nichts 
In den Schlauch gelangt. Durch diese Methode wurde in einem friitheren 
Faille, wo die Bedingungen dazu gegeben waren, alles Wirksame aus- 
eefaillt, so man sieht, lier wirklich ein ausgiebiger Austausch 
stattlindet. Die Methode ist unter Umstinden von grofem Vorteil: sie 
wurde aber von mir nur in seltenen Fallen angewandt. weil die Siittigung 
auf diese Weise doch weniger rasch geht als durch Zerreiben und Schiitteln 
mit den betreffenden Salzen. wobei in der Regel die feinflockigen, in der 
Mutterlauge suspendierten Niederschlige sich leicht von den sich rasch 
zu Boden setzenden Salzkrystallen dekantieren lassen. In dem vorliegenden 
Kalle hatte die Methode den Vorteil, dabei erkannt wurde, dafi 
die Sittigung mit Ammonsulfat nur ein feiner, vorwiegend krystal- 
linischer Niederschlag entstand, von dem sich wenig in Wasser lodste 


ak 


; 


Beitriige zur Kenntnis der Trypsinwirkung. £0.) 


Diese Lésung hatte nur eine geringe Wirkune auf Fibrin. woh! nur 
durch mechanisch mitgerissenes Enzym: erst nach 20 Min. zeigte sich 
beginnender Zerfall. 

b) Eine andere Probe dieses P. E. wurde am 23. Januar auf 1° 0 
Eisessig und auf 20°. NaCl gebracht. Das klare Filtrat davon wurde 
alkalisch gemacht, wobet nochmals eine geringe Triibung entstand. von 
der abfiltriert wurde. Das Filtrat davon wurde mit Ammonsulfat ce- 
siittigt. Die Fiillung, die dabei entstand, war gering, aber, gesammoelt. 
gepresst und wieder gelést. von guter Wirkung. wenn auch nicht so 
gut wie das P. E. selbst, niimlich, schwach alkalisch gemacht: 

5 Min.: zieml. Z.; 10: maf. R.: 15: ger. N. 

2. Pankreasextrakt vom 17. April 1902. 

Bei diesem P. E. wurde nur konstatiert, daf hier ebenfalls noch 
NaCl-Siittigung in saurer Lésung (am 24. April 1902) und Wieder-alkaliseh- 
machen, Sattigung mit Ammonsulfat nur einen geringen Niederschlag 
erzeugt. 


B. Kochsalzfillung aus alkalischer oder neutraler Lésuny. 
1. Pankreasextrakt vom 14 Januar 1902. 

a) Am 22. Januar wurde eine Probe mit Soda alkalisch gemacht 
und auf 30°. NaCl gebracht. Das Filtrat davon wurde mit Ammon- 
sulfat gesittigt. Der dabei entstehende Niederschlag wurde gesammelt. 
Das Filtrat davon war noch wirksam, wenn auch nicht sehr rasch; es 
wirkte, mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt: 

30 Min.: kl. 40: gelost, 
obwohl durch weiteres Eintragen von Ammonsulfat nach liingerer Zeit 
kein welterer Niederschlag darin entstand. Der Niederschlag, in der 
entsprechenden Menge Wasser gelést, gab schwache, aber deutliche Biuret- 
reaktion und wirkteneutral recht gut auf Fibrin (1), noch besser nach 
dem Schwach-alkalisch-machen (2), wenn auch nicht ganz so gut wie das 
P. E. selbst (3). 

1. 5 Min.: bg. Z.: 15: min. R. 

2.5 Min:: st. 10: cer. 

3. 3 Min.: zieml. Z.: 5: miifige R.; 10: gelbst, und zwar war die 
Wirkung des P. E. selbst. neutral und alkalisch, ganz gleich. 

b) Am 25. Januar wurde eine Probe des P. E. alkalisch ge- 
macht und auf 18°» Koechsalz gebracht. Das Filtrat davon wurde mit 
Ammonsulfat gesittigt und filtriert. Im Filtrat waren am andern 
Tag Krystalle ausgeschieden. Es wirkte mit der gleichen Menge Wasser 
verdiinnt nur sehr schwach auf Fibrin, erst nach 2 Stunden trat etwas 
Zerfall ein. Der Niederschlag, in entsprechender Menge Wasser geldst, 
gab deutliche, aber mehr violette Biuretreaktion. Die Loésung wirkte 
ziemlich gut auf Fibrin: 
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> Min.: zieml. Z.: 10: maf. R.; 15: sehr ger. R.: 
also kaum anders als in dem letzten Versuch nach 30° viger Sittigung 
mit Kochsalz. 

Am 30. Januar wurde eine gréfR—ere Menge (800 cem) P.E. 
alkaliseh gemacht und auf 18°. Kochsalz gebracht. filtriert und das Filtrat 
mit Amimonsulfat gesiittigt. Der nicht unbetrichthiche Niederschlag wurde 
sesainmelt. Das Filtrat davon, mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt, 
war nur wenig wirksam: an einer Flocke Fibrin zeigte sich erst nach 
2? Stunden etwas Zerfall. Eime Probe des Niederschlags, besonders ge- 
sammelt und der gleichen Menge Wasser gelést, gab nur eine 
schwache, mehr violette Biuretreaktion und wirkte ziemlich gut, namlich 
neutral): 

5 Min.: zieml. Z.: 15: ger. R. 

Der ganze Niedersehlag wurde in 100 cem Wasser geldst, gut 
toluolisiert und thymotisiert und am 2. Februar 1902 der Dialyse unter- 
worfen, was in diesem Kapitel besprochen werden wird. 


2. Pankreasextrakt vom 17. April 1902. 

a) Am 24. April wurde eine Probe dieses (alkalisehen und 10° 
Ammonsulfat enthaltenden) P.-E. mit Kochsalz gesattigt und filtriert. 
Der Kochsalzmiederschlag war in’ Wasser und Sodalésune nur wenig 
lOshich und von unbedeutender Wirkung. Das Filtrat wurde mit Ammon- 
sulfat gesi&ttigt, wobet ebenfalls, wie oben nach Kochsalzsittigung 
in saurer Losung, nur eime geringe Triibung entstand. Diese, auf ein 
Filter gesammelt und in der entsprechenden Menge Wasser gelést, gab 
gar keine Biuretreaktion, wohl aber, auf ca. 1°%o Eisessig gebracht, 
eme Triibung und ber 40° C. einen flockigen Niederschlag. Die Wirkung 
dieser Losung war aber nicht besonders gut, niéimlich schwach alkalisch 
cemacht: 

5 Min.: ?; 10: st. Z.; 10: kl. R.; 20: mim. R. 

Nach viertiigigem Stehen bet Zimmertemperatur war sie tbrigens 
noch von eleicher Wirkuneg. 

Die germegere Wirksamkeit erklarte sich aber dadurch, das be 
diesem Extrakt nach der alkalischen Kochsalzsiittigung durch Ammon- 
sulfat bei Zimmertemperatur nur ein Teil des Wirksamen ausgefallt 
wurde, wihrend ein nicht unbetriichtheher Teil in Lésung blieb, wie ein 
zweiter Versuch lehrte: 

b) Am 1. Mai 1902 wurden 100 cem des alkalischen P.E. mit 


Kochsalz vesittigt und das Filtrat davon mit Ammonsulfat. Der 


daber entstehende Niederschlag wurde gesammelt und getrocknet. In 
cem Wasser, also der Hiilfte des angewandten P.E., gelést, hatte er, 
schwach alkalisch gemacht. folgende Wirkuneg : 
® Min.: ?; 10: deutl. Z.; 15: maf. R.; 20: ki. R.; 25: ger. R. 
Das Filtrat davon wurde nun im Wiirmeschrank mit Ammon- 
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sulfat gesattigt. Mierbei entstand ein neuer Mederschlag das Filtrat 
von diesem Niederschlage wirkte, mit gleieher Menge Wasser verdiinnt. 
noch etwas, aber nur schwach, auf Fibrin. Erst nach 40 Min. zeigten 
sich Anzeigen von Zerfall). Dieser Niederschlag ohne vorheriges Trocknen) 
ebenfalls in d0 cem Wasser geldst. wirkte alkaliseh: 

5 Min.: deutl. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R.; 25.: min. R. 

Beide Niederschliige wirken also in Anbetracht der Konzen- 
tration nicht besonders gut. Wurden aber gleiche Teile der LGsunzen 
der beiden Niederschlige vereinigt, so dafs jetzt die Konzentration 
dem urspringlichen P.E. entsprach, so war die Wirkung eine cute. 
wenn sie auch nicht ganz der des P.E. selbst gleiehkam, niéimlich : 

Min.: deutl. Z.; 10: R.; 20: sehr ger. 25: min. R 

Ein nochmaliges Aussalzen dieser vereintgten) Losungen und 
Wiederlésen des dabet entstandenen Niederschlages hatte keinen seliidi- 
genden Einfluf& auf die Wirkung. Zu bemerken ist noch, der im 
Warmeschrank entstehende Niederschlag sich bet Zimmertemperatur 
wieder auflést. so man also im Wiirmeschrank filtrieren muf. 

Die geringe Substanzmenge dieser Niederschliige und die fehlende 
Biuretreaktion (bet dem Warmniederschlage war allerdings eine solche, 
aber eine sehr schwache, vorhanden) machten es wiinschenswert, das 
ganze so zu behandeln, um eine Menge eines wirksamen 
Priiparates zu erhalten. Leider war der Erfolg in bezug auf die Wirkune 
kein guter. Es wurden niimlich: 

c) Am 2. Mai 1902 3 Liter (alkalisch) mit Koehsalz gesiittiet. 
Es zeligte sich, schon dabei etwas Wirksames auseefiillt wurde. 
Dieser Niederschlag wurde, allerdings ohne vorheriges Auswaschen, mit 
100 cem Wasser extrahirt. Dabei wird nur wenig gelOst: die so kon- 
zentrierte Lésung war aber recht wirksam auf Fibrin: 

Min.: zieml. Z.; 10: kl R.: 20: 

Das Filtrat vom Kochsalzmederschlage wirkte aber noch sehr gut, 
niimlich, mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt: 

Min.: deutl. Z.; 10: maf. R.; 15: ger. R.; 25: gelost. 


Dieses Filtrat wurde nun mit Ammonsulfat bei Zimmertemperatur 
gesiittigt. Kine Probe dieser L6sung mit dem darin suspendierten Nieder- 
schlage wurde besonders filtriert und der abgeprefte Niederschlag in 
einer der Probe gleichen Menge Wasser geldst. Diese LOsung, alkalisch 
cemacht, wirkte: 

5 Min.: Sp. Z.; 15: st. Z.; 30: ger. R. 

Der Hauptniederschlag wurde ebenfalls gesammelt und in) wenig 
Wasser (200 cem) geldst, um daraus nochmals ausgesalzen zu werden. 
Vor dem Aussalzen wurde eine Probe der so konzentrierten Lésung 
untersucht. Sie wirkte auf Fibrin: 

2 Min.: deutl. Z.: 5: ger. R.: 8: gelost. 
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Fine weitere Probe auf das Volumen des urspriinglichen P.E. ver- 
diinnt. zeigte gar keine Biruretreaktion und wirkte. alkalisch gemacht: 
10 Min.: deuth Z.: 20: miff. R.; BO: ger. R.: 40: min. R. 

Die Hauptmasse der konzentrierten Lésung des Ammonsulfatkalt- 
niederschlages wurde mit 2. cem sodalbsung von 10°. versetzt und 
nochimals mit Ammonsulfat ausgesalzen; der Niederschlag gesammelt, 
cepreBt, vom Filter genommen und auf eine Glasschale zum Trocknen 
ausvestrichen. Das Trockenpriiparat (1) wog 217 ¢g. Eine 0,07° vige 
Losung (mit anhaftendem Salz) entsprach also dem urspriinglichen P-.E. 
Fine solehe Lésung hatte aber keine sehr gute Wirkung auf Fibrin, 
niimlich : 

lis Mim.: eb. be. Z.: 25: Z.: 4: st..Z.: GO: mas. 

Das Filtrat vom Ammonsulfatkaltniederschlage wurde im Wiirme- 
schrank abermals mit) Ammonsulfat gesattigt und im Wiirmeschrank 
filtriert. Dies Filtrat hatte. mit gleicher Menge Wasser verdiinnt. nur 
eime sehr geringe Wirkung auf Fibrin: erst nach 2 Stunden Spuren von 
Zevfall, Der Niederschlag wurde abgepreft und in 200 eem Wasser gelist. 

In dieser Konzentration wirkte die Lésung: 

2 Min.: deutl. Z.; 5: kl. R.; 9: geldst. 

In einer dem P. E. entsprechenden Verdiinnung zeigte die Liésung 
nur Spuren von Biuretreaktion und wirkte alkalisch gemacht: 

5 Min.: Sp. Z.; 10: st. Z.; 10: kl. R.; 20: ger. R.; 20: min. R. 

Auch diese konzentrierte Losung wurde nochmals mit Ammon- 
sulfat ausgesalzen, nachdem sie alkalisch gemacht worden war. Der 
Niederschlag gesammelt, abgeprefht und getrocknet wog 4.42 ¢: Pri- 
parat Dem urspriinglichen Pankreasextrakt entsprach also eine 
O15" o1ge Losung. 

Kine solche Losung wirkte genau so wie die entsprechende von 
Priiparat L. 

Kine Loésung von Priiparat | und Il zusammen in einer dem P. E. 
entsprechenden Menge Wasser, resp. verdiinnter Sodalésung, da von 
Wasser nur ein Teil gelOst wurde, wirkte: 

10 Min.: bg. Z.; 20: st. Z.: 40: sehr kl. R.; 53: min. R. 

Diese Wirkung steht also sehr betrachtlich hinter der des ver- 
arbeiteten Pankreasextraktes zuriick. Von ungiinstigem ist) das 
einfache Trocknen der Salzniederschlige an der Luft. Aber auch die 
Losungen der feuchten Niederschliige wirkten bei dieser Darstellung im 
srossen nicht so gut, wie bei der oben unter b) erwahnten Probedar- 
stellung, und wenn auch schon durch das Kochsalz etwas Wirksames 
auscefillt war, so war doch die gleiche Methode auch bei b) angewandt 
worden. Da beide Darstellungen an aufeinander folgenden Tagen be- 
connen wurden, so ist auch ein Unterschied in der Zeit. wann dieselben 
yvorgennimmen wurden, nicht fiir die Unterschiede verantwortlich zu 


machen. 
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Da die Losung der beiden Priiparate | und IL schon eine sehr 
substanzarme ist, war zu versuchen, ob thre Wirkung nicht durch Zu- 
satz von Salzen gebessert werde; dies war aber nicht der Fall: denn 
ein Zusatz bis zu 5°/o Kochsalz hatte auf die Wirkung kaum einen Ein- 
fluf. Wurden dagegen die Priiparate | und Il zusammen. statt mit ver- 
diinnter Sodal6sung mit durch Ammoniak schwach alkalisch gemachtem 
Wasser extrahiert resp. geldst, so war die Wirkung eine etwas bessere, 
niimlich: 

10 Min.: deutl. Z.; 15: st. Z.; 20: miiffK. R.; 25: ger. R.; 40: sehr 
eer, R.: 45: gelbst. 

3. Pankreasextrakt vom 7. Mai 1902. 

Bei diesem P. EF. ergab die kombinierte Kochsalz- und Ammon- 
sulfatfiillung bessere Resultate als bei dem zuletzt erwiihnten: 

a) Da das Ammoniak sich als vorteilhaft fiir die Wirkung des 
Trvpsins gezeigt hatte, wurde am 12. Mai eine Probe des P. BE. mit 
Ammoniak deutlich alkalisch gemacht und mit Kochsalz gesittigt. 
Das Filtrat wurde mit Ammonsulfat gesattigt. Der dabei entstehende 
Niederschlag erscheint stérker als der bei dem letzten P. FE. (dort) war 
am 7.. hier am 5. Tage die Aussalzung vorgenommen, welcher Zeit- 
unterschied wohl kaum in Betracht kommt). Der Ammonsulfatnieder- 
schlag wurde getrocknet. Im Filtrat davon entstand bei 40° C. mit 
mehr Ammonsulfat ein weiterer Niederschlag. (Das Filtrat davon 
war noch wirksam. Eine Fibrinflocke zeigte darin, nachdem es mit der 
cleichen Menge Wasser verdiinnt war, nach '/2 Stunde beginnenden Zer- 
fall: nach 1 Stunde war sie bis auf kleine Reste gelést. Vielleicht war 
die Sattigung bei 40° C. keine ganz vollkommene.) Der bei 40° C, ent- 
standene Niederschlag wurde bei 40° C. gesammelt. Dabet kam ziemlich 
viel Salz mit aufs Filter. Es wurde dann abgeprefit und mit dem ge- 
trockneten Kaltniederschlage zusammen in einer dem verwendeten P. E. 
entsprechenden Menge Wasser, das durch Ammoniak alkalisch gemacht 
war, gelést. Diese Lésung wirkte: 2 Min.: bg. Z.; 5: zieml. Z.; 10: kL R. 
Dabei zeigte die Fibrinflocke eine Art Schrumpfung, sie sah wie angenagt 
aus. Daran war vielleicht die reichliche Salzmenge schuld, die mit dem 
Niederschlage gelést war. Deshalb wurde die Lésung nochmals mit 
Ammonsulfat gesiattigt und mit dem suspendierten Niederschlage sorg- 
fiiltig vom iiberschiissigen Salz abgegossen, der Niederschlag gesammelt 
und abgepreft. Um beim Trocknen der schiidlichen Wirkung einer 
etwaigen Dissociation des Ammonsulfats entgegen zu wirken, wurde der 
Niederschlag unter einer grossen Glasglocke in einer Aminmoniak- 
atmosphire getrocknet. Das Trockenpriiparat, wieder gelést, wirkte 
in der Tat sehr gut, eher etwas besser als die Lésung, aus der es ge- 
faillt war. Eine 0.259 .ige Loésung entsprach dem P. Eine’ solche 
cab eine schwache Biuretreaktion und wirkte. mit Soda alkalisch gemacht: 

2 Min.: deutl. Z.; 5: mii. R.; 10: min. R. 
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Allerdings war die Wirkung des P. E. selbst zu dieser Zeit noch 
besser, niamlich, mit Soda alkalisch gemacht: 

2 Min.: st. Z.: 3: ki. R.: BR. 

Obwohl dies ein sehr gutes Resultat war, sollte bei einem weiteren 
Versuch die Siittigung ber 40° C, umgangen werden. Das Filtrieren 
iin Wiirmeschrank ist immer umstindlich, und auferdem mitten gréfere 
in Angriff genommene Quantitiiten liingere Zeit bei 40° C. stehen bis 
zur Siittigung, so dafs die Temperatur schidigend einwirken  konnte. 
Endlich war es vorteilhafter, moOglichst die ganze Enzymmenge mit einer 
Fiillung zu erhalten. Dies konnte vielleicht erreicht werden, wenn man 
nach der Sittigung mit Kochsalz das Filtrat verdiinnte und dann mit 
Ammonsulfat) ausfiillte, wie ja auch in dem Versuch 2 b) dieser Ver- 
suchsrethe durch Siittigung mit Ammonsulfat aus einer kochsalzhaltigen, 
aber nicht konzentrierten Losung ein gutes Resultat erzielt worden war. 

Das Ergebnis dieses Versuches war jedoch kein durchaus giinstiges. 
Die Wirkung des schhieflich erhaltenen Praiparates war zwar, allerdings unter 
bestimmten Bedingungen, auch eine gute, aber es war mehr, dem Ge- 
wichte nach. 

Ich gebe hier die Beschreibung des Versuchs: 

b) Am 380. Mai wurden 100 cem. P. E., das inzwischen mit Koch- 
salz vesiittigt worden war, mit Soda und Ammoniak alkalisch ge- 
macht und nochmals mit Kochsalz vollstiindig gesittigt. Nach dem 
Abfiltrieren von dem dabei entstandenen Niederschlage wurde das Filtrat 
mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und nun mit Ammon- 
sulfat ausgesalzen. (Das Filtrat davon, mit der gleichen Menge 
Wasser verdiinnt, wirkte sehr schwach auf Fibrin. Erst nach 2 Stunden 
zeigte sich beginnender Zerfall.) Der Niederschlag wurde gepreft, vom 
Filter genommen und getrocknet. Er wog 0.4% ¢. Ein entsprechendes 
Extrakt mit verdiinnter Sodalésung wirkte nicht sehr gut: 

10 Min.: bg. Z.; 15: deutl. Z.; 35: ger. R. 

Dabet trat wieder cine Schrumpfung der Fibrinflocke ein. Da dies 
in dem vorigen Versuch an einer zu grofen Salzmenge gelegen zu haben 
schien, wurde versucht, das Salz durch Baryumecarbonat zu entfernen. 
In der Tat wirkte das Filtrat davon wesentlich besser, und es trat vor 
der Losung des Fibrins keine Schrumpfung ein: 

9 Min.: zieml. Z.; 10: maf. R.; 15: ger. R. 

Seltsamerweise wirkte aber auch ein einfach wisseriges Extrakt 
des Trockenpriiparates, das erst nach der Extraktion alkalisch gemacht 
worden war, besser und ohne Schrumpfung: 

Min.: deutl. Z.; 10: kl. R. 

Noch besser wirkte das Extrakt, wenn es auf 5°/o NaCl gebracht 
und alkalisch gemacht worden war: 

Min.: st. Z.; 10: min. 

Diese Lésung war allerdings wenig haltbar; denn am andern 
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Tag (sie war tiber Nacht neutral, aber mit 5°. NaCl gestanden) 
wirkte sie, wieder alkalisch gemacht: 

& Min.: ?; 10: zieml. Z.; 20: kl. R.; 30: ger. R.; 35: min. R. 

c) Ehe ich diese letzte Erfahrung gemacht hatte. hatte ich schon 
begonnen, das ganze P. FE. in der unter b) angefiihrten Weise zu be- 
handeln. Es wurde alkalisch mit Kochsalz eesittigt. das Filtrat 
mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und dann mit Ainmon- 
sulfat ausgesalzen. Nun aber wurde der dabei entstehende Nieder- 
schlag, nachdem er gepreft und vom Filter genommen war, mit 
Baryumcarbonat zerrieben und dann getrocknet. 

Das Resultat war kein giinstiges: denn ein dem P. FE. ent- 
sprechendes wiisseriges Extrakt wirkte, nachdem es alkalisch gemacht war: 

10 Min.: bg. Z.: 20: deutl. Z.; 30: st. Z.; 40: mif. R. 

Durch Zusatz von Kochsalz wurde es nur wenig gebessert, ebenso- 
wenig durch Ainmonsulfat oder Ammoniak. Auch die Extraktion des 
Priparates mit verdinnter Sodal6sung hatte keinen besseren Erfolg. 


I]. Kombination von Magnesium- und Ammonsulfat. 


Da die Kombination von Kochsalz und Ammonsulfat manche Vor- 
teile bot, da aber durch das Kochsalz aus alkalischer Losung nur wenig 
Unwirksames entfernt wurde, so konnten vielleicht durch die anfiing- 
liche Behandlung mit vinem Salz, das tiberhaupt stiirker faillende Eigen- 
schaften hat wie das Kochsalz, ohne schon so friih Wirksames auszu- 
fillen wie das Ammonsulfat. naimlich dem Magnesiumsulfat und nach- 
fofgender Ammonsulfatsiittigung noch bessere Resultate erzielt werden. 
Indessen hat dies Verfahren andere Nachteile, sodas es sich weniger 
emptiehlt. Der Versuch, der in dieser Richtung gemacht wurde, war 
folgender: 

Pankreasextrakt vom 17. April 1902.1) 

Am 28. April wurde eine Probe dieses Extraktes auf 20° 5 Mag- 
nesiumsulfat gebracht, wobei ein Niederschlag entstand, von dem 
abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde alkalisch gemacht und mit Ammon- 
sulfat gesiittigt. Dabei schien ein nicht bedeutender amorpher Nieder- 
schlag zu entstehen, daneben aber, und deshalb war der amorphe Nieder- 
schlag schwer zu erkennen, entstand ein sehr feiner, sich lange in Sus- 
pension haltender krystallinischer Niederschlag, sei es, daf ein 
Salz das andere aussalzte, oder dafi ein neues Salz entstand, der kaum 
von dem amorphen zu trennen war. Der Niederschlag, gesammelt, war 
zwar von ziemlicher Wirkung und zeigte nur geringe Biuretreaktion, da 
aber seine Wirkung doch auch geringer war als die des P.E., habe ich 
diese Kombination nicht weiter in Anwendung gebracht. 

i) Ich habe diesen Versuch erst spiter gemacht; sachlich gehoért er 
aber hierher. 
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Hl. Kombination von Magnesium- und Natriumsulfat, 


Pankreasextrakt vom 12. November L901. 

Am 15. November wurde eine gréf—ere Menge dieses P. FE, 
1200 cem) auf 35°. Magnesiumsulfat gebracht und _filtriert. 
Das Filtrat wurde bei Zimmertemperatur mit Magnesiumsulfat ge- 
siittigt (eine Probe des Magnesiumsulfatniederschlags, in Wasser geldst, 
cab diesmal eine schwache Biuretreaktion). 

Eine Probe des kaltgesiittigten Filtrats wurde zuniichst bei Zimmer- 
temperatur mt Natriumsulfat gesittigt. Der dabei entstandene 
Niedersehlag, in der gleiehen Menge Wasser eelést. zeigte nur eine sehr 
zwelfelhafte Biuretreaktion und wirkte: 

S Min.: bg. Z.; 10: st. Z.; 15: ger. R.; 20: min. RB. 

Aber das Filfrat war auch noch wirksam. niimlich mit der gleichen 
Menge Wasser verdiinnt: 

20 Min.: bg. Z.; 40: st. Z.: 1 St.: ger. R. 

Dies Filtrat wurde deshalb bet 40° C. nochmals mit Natrium- 
sulfat gesittigt. Der dabei entstehende Niederschlag gab eine schwache 
Biuretreaktion und wirkte, in gleicher Menge Wasser geldst, auffallend 
gut im Vergleich zu der (allerdings mit Wasser aufs Doppelte verdiinnten) 
Losung, aus der er gefiillt war, niimlich: 

® Min.: deutl. Z.; 10: kl. R.; 15: ger. R.; 20: gelést. 

Am folgenden Tage hatte diese Lésung noch genau die gleiche 
Wirkung. 

Durch die Sittigung mit Natriumsulfat bei 40° C. war aber 
alles Wirksame ausgefiillt, da das Filtrat, mit der gleichen Menge 
Wasser verdiinnt, sich auf Fibrin ganz wirkungslos zeigte. 

Der Hauptmagnesiumsulfatniederschlag wurde gesammelt und ge- 
trocknet: Priparat [. 

Das Filtrat davon wurde in ganz der gleichen Weise behandelt 
wie die Proben, und es lieferten, nach dem Trocknen, der Natriumsulfatkalt- 
niederschlag: Priparat II und der Natriumsulfatwarmniederschlag: 
Priparat IIT. 

Priip. I wog 5,45 g 
> Il 1,68 » 
>» » 1,28» 

Da 1200 cem P. E. in Arbeit genommen waren, entsprach also 

dies Lésungen: 
fiir Préip. I von 0,45 °/o 
> > I 
> > IT » 

Die Lésungen dieser Priiparate waren nicht von der erwarteten 
Wirkung. 

Priip. | in 0.5° oiger Lésung wirkte: 
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5 Min.: Sp. Z.; 10: zieml. Z.; 15: st. Z.; 20: m&&. R.; 25: ki. R. 
30: ger. R.. 

Fine L° vige Lésung dieses Priiparates war dagegen von_ recht 
suter Wirkung: 

& Min.: st. Z.; 10: ger. R.; 15: gelést. 

Prip. Il wirkte in etwas konzentrierterer Lésung, als dem P. E. 
entsprochen hatte, nimlich in 0,2° oiger Lésung: 

3 Min.: ?; 10: deutl. Z.; 15: zieml. Z.; 20: st. Z.: 25: m&f. R. 

Préip. Ill, ebenfalls in 0,2°oiger Lésuneg : 

5 Min.: bg. Z.; 10: zieml. Z.; 15: st. Z.; 20: ma&&. R. 

Das Gleiche mit verdiinnter Sodalésung statt mit Wasser extralhirt, 
etwas besser: 

5 Min.: bg. Z.; 10: mafK. R.; 15: kl. R.; 20: ger. R. 

Merkwiirdig war, dafs eine Lésung aller 3 Priiparate zusammen 
im Verhaltnis von Prap. I: 1° o: Prap. H: Priip. HI: 0,1° nicht 
besser, sondern eher etwas weniger gut wirkte. als eine 1 °/oige Lésung 
von Priip. allein, nimlich: 

d Min.: bg. Z.; 10: maf. R.; 15 ger. R.; 20: min. R. 

Vor dem Sammeltn der Niederschliige der Hauptdarstellung, die 
Priip. Il und Ill leferten, waren Proben mit den suspendierten Nieder- 
schliigen abgemessen und besonders filtriert worden. Die Niederschlige 
waren abgepreftt und noch feucht in der gleichen Menge Wasser wieder- 
velost worden. 

Diese Lésungen wirkten sehr gut, namlich die Losung des Natrium- 
sulfatkaltniederschlages : 

5 Min.: zieml. Z.; 10: kl. R.; 15: ger. R.: 20 gelost; 
die des Natriumsulfatwarmniederschlages: 

Min.: st. Z.; 10: ger. R.; 15: gelist; 
eine Wirkung, die der des P. E. selbst ziemlich nahe kommt. Dieses 
wirkte niimlich am 18. November: 

2 Min.: deutl. Z.; 5: maf. R.; 10: gelést. 

Wenn man bedenkt, dafs die Lésungen der Trockenpriiparate etwas 
konzentrierter waren, als die der feuchten Niederschliige, so erkennt 
man, daf{ das Trocknen an der Luft ungiinstig einwirkte. Da die 
Priiparate IL und IIl in Wasser ganz léslich waren, kann es sich dabei 
nicht etwa um Bindung von Enzym an unldésliche Kérper handeln. 


IV. Essigsiure und Trichloressigsiiure. 


Bei der Kombination von Ammonsulfatfillung mit vorausgehender 
Kochsalzfillung aus saurer Lésung war von dem Gedanken ausgegangen 
worden, durch letztere unwirksame Eiweifi- und andere Kérper auszu- 
fallen. Das Verfahren fiihrte nicht zum Ziele, weil schon durch das 
hochsalz viel Wirksames gefillt wurde und im noch wirksamen Filtrate 
Ammonsulfat nur sehr unvollkommene Fiillungen erzeugte. Es wurde 
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daher ein anderes eiweiffillendes Mittel versucht, die Trichloressigsiiure 
und auferdem die Essigsiure allein, die schon Kithne zur Ausfillung 
eines indifferenten Kérpers, den er Leukoid genannt hatte, benutzt hatte. 
Nach den Untersuchungen von Umber?!) diirfte es wohl kaum zweifelhaft 
sein, dafs es sich hier um die Nucleinsiiure handelt, die nach ihm 
als Zersetzungsprodukt der Nucleoproteide der Driisen reichlicher 
Menge in den Pankreasextrakten vorkommt. 


A, Lssiqsture. 
-ankreasextrakt vom 7. Februar 1902. 

Kine Probe dieses P. E. wurde mit Essigsiiure kriiftig angesiuert. 
Dabei entstand eine starke Triibung. Im Filtrat davon erzeugte weitere 
Essigsiure nichts mehr. Wieder alkalisch gemacht, hatte dies Filtrat 
nichts von seiner Wirksamkeit eingebiifMt: aber, wie schon Kiihne an- 
ceveben hat, wird mit Essigsiiure in der Wirme noch mehr ausgefiillt. 
In der Tat gaben Losungen, die in der Kiilte mit Essigsiiure keine 
Triibung mehr gaben, bei 40° C. neue, recht betriichtliche Niederschliige 
und zwar immer wieder von neuem. Ich bin bis zu 6°» Eisessig ge- 
gangen und auch dabei entstand bei 40° C. noch eine neue Triibung. 
So hoher Siuregehalt schadet aber dem Trypsin, wie nach dem 
Wieder-Alkalischmachen dieser LOsungen auch konstatiert werden konnte. 
Als ich diesen Versuch machte, hatte ich ibersehen, dafi das P. E. schon 
eine ziemliche Menge Salz enthielt. naémlich 25°» Ammonsulfat. so dats 
es sich ber der Fillung mit Essigsiiure auch um andere, niimlich Eiweif- 
korper, handeln konnte. Ich habe deshalb den Versuch nochmals an 
einem P. kontrotliert. das nur mit Wasser hergestellt war. Dieses 
wurde zuniichst auf Eisessig gebracht:; dabei entstand — ein 
Niedersehlag ber 40° von abfiltriert wurde. Das Filtrat blieb 
nun bei 40° CG. klar; auf Zusatz von weiterer Essigsiiure entstand aber 
eine neue Triibung. So wurde fortgefahren bis zu 4°/o Eisessig; aber 
auch in dem bet 408 C. an sich wieder klar bleibenden Filtrat erzeugte 
weiterer Zusatz von Essigsiiure bis zu 6° Eisessig eine neue — nun 
allerdings geringe — Triibung. 

Es gibt aber eine andere Methode, Lésungen zu erhalten, die frei 
sind von dem durch Fssigsiiure fiillbaren Kérper, wenn man_ niimlich 
Trockenpriparate mit verdiinnter Essigsiiure extrahiert. Ich 
nahm dazu ein Priiparat des gleichen P. E., das oben unter den Ammon- 
sulfatfillungen (5 d) erwiihnt ist. Wurde dies mit einer dem P. E. 
vleichen Menge von verdiinnter Essigsiiure, die 1°/o Eisessig enthiell, 
extrahiert, so gab das Extrakt weder in der Kilte, noch bei 40°%o ©. 
eine Spur von Tritbung. Aber, wie oben erwiihnt wurde, dafs Wasser 
nur einen Teil dieses Trockenpriiparates liste, so auch die Essigsaéure: 


1) Zeitschr. f. klin. Mediz., Bd. 43, Heft 3 u. 4. 
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der Rest war in Sodalésung léshich und gab, angesiiuert, in der Niilte 
eine Triibung, bei 40° C. eme flockige Fiillung. Nach dem = Alkalisch- 
machen wirkte das Essigsiiureextrakt aber nicht besser als das wiisserige, 
das auch nicht gut wirkte. Die Lésung gab eine deutliche Biuretreaktion 
und beim Erhitzen ein mifiges Coagulum. 

Wendet man schwachere Essigsiiure an, so wird etwas mit mehr 
Fssigsiiure bei 40° C. Fiillbares extrahiert, ebenso wenn man zur Ex- 
traktion 1°/oige Essigsiiure in geringerer Menge anwendet. 

Besser war das Resultat bei dem oben (unter S$. 5 ¢) erwiihnten 
Trockenpraparat. Ein Extrakt desselben mit der gleichen Menge 1° oiger 
Essigsiiure wie das urspriingliche P. E. wirkte nach dem Wieder-Alkatisch- 
machen ebensogut, wie das hier auch gut wirksame Wasserextrakt. Ich 
kann aber nicht unerwiihnt lassen, dafS weitere, in der gleichen Weise 
angestellte Versuche Ofters auch ein weniger giinstiges Resultat hatten. 


B. Trichloressigsdure. 


Da man in der Trichloressigsiiure ein starkes eiweiffiillendes 
Mittel besitzt, war auch diese zu probieren. Vielleicht wurde auch damit 
neben Eiweifi die Nucleinsiiure ausgefiillt. 

Dabei hat sich gezeigt, daf— bei nicht allzugroKem Zusatz wohl ein 
Niederschlag erzeugt wurde, dafs aber im Filtrat davon sogar noch coa- 
culables Eiweif$ vorhanden war. Alkalisch gemacht, wirkte dies Filtrat 
noch recht gut auf Fibrin. Wurde aber von vornherein mehr Trichlor- 
essigsiiure angewandt, so hatte das alkalisch gemachte Filtrat sehr an 
Wirksamkeit eingeb wht. 


Zusammenfassung. 


Das Versetzen von Pankreasextrakten mit Kochsalz hat, 
selbst wenn dies nicht bis zur Siittigung geschieht, im allge- 
meinen den Vorteil, dai eine darauf folgende Siittigung mit 
Ammonsulfat geringere Niederschliige erzeugt, nicht etwa weil 
durch das Kochsalz schon vieles Unwirksame ausgefillt wiirde: 
denn die Kochsalzfiillungen bei alkalischer Reaktion sind selbst 
bei Sittigung gering, sondern das Ammonsulfat fillt) dann 
iiberhaupt weniger aus. Es zeigen sich aber darin auch Ver- 
schiedenheiten, indem z. B. beim P.E. vom 7. Mai 1902 dieser 
Niederschlag etwas stiirker war wie bei  andern, wenn 
auch immerhin noch wesentlich geringer als Ammonsulfat- 
sittigungsfillungen allein. Trotzdem dali diese Niederschliige 
im allgemeinen gering sind, ist in ihnen unter den gleich zu 
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beschreibenden Bedingungen das meiste Wirksame enthalten. 
Da Kochsalz aus saurer Losung viel mehr Eiweibkorper fiillt 
als aus neutraler oder alkalischer, wurde dies zuerst probiert. 
Dies ist aber nicht statthaft, da in diesem Falle sich schon 
viel, ja, wie es scheint, das meiste Wirksame in diesem Nieder- 
schlag betindet, wenigstens wenn als Siiure Essigsiiure ange- 
wandt wird. Nimmt man statt dieser Salicylsaure, so war das 
Resultat in einem Falle ein giinstigeres. 

Aber auch wenn man das P.E. zuerst alkalisch macht 
und mit Kochsalz siittigt, fallen die darauffolgenden Ammon- 
sulfatniederschliige geringer aus. Die bei alkalischer Losung 
mit Kochsalz entstehenden Niederschliige sind wohl auch etwas 
wirksam, wie man namentlich sieht, wenn man einen solchen, 
der in einer groferen Menge P.E. entstanden ist, in wenig 
Wasser lost: die Wirkung ist aber doch so gering, dah der 
Niederschlag vernachliissigt werden kann. Eine Ammonsulfat- 
siittigung pflegt dann einen Niederschlag zu erzeugen, der manch- 
mal gar keine Biuretreaktion gibt. Er enthiilt manchmal 
das meiste Wirksame (P.E. vom 14, Januar 1902), dfter jedoch 
ist er von miibiger Wirkung. Dies kommt aber daher, dab 
in diesen Fiillen nach vorheriger Kochsalzsiittigung das Ammon- 
sulfat in der Kiilte nicht mehr alles Wirksame ausfiillt: denn 
wenn man die Filtrate davon bei 40° C. von neuem mit Am- 
monsulfat aussalzt, entsteht ein neuer wirksamer Niederschlag. 
Aber auch das Filtrat davon zeigt noch eine, wenn = auch 
schwache, Wirkung. Da der in der Wiirme entstandene Nieder- 
schlag sich beim Abkiihlen wieder lést, muf auch im Wiirme- 
schrank filtriert werden, 

Ich hatte bei der Féllung mit Kochsalz aus saurer L6- 
sung noch nicht auf den Umstand geachtet, da} Ammonsulfat 
nach Kochsalzbehandlung in der Kalte nicht alles Enzym aus- 
fillt, und es wiire dort vielleicht bei 40° C. mehr Wirksames 
ausgefallen: indessen empfiehlt sich diese Methode, wie oben 
erwiihnt, schon deshalb nicht, weil das Kochsalz aus saurer 
Losung schon viel Wirksames  ausfillt. Auch die bei 40° C. 
entstehenden Niederschliige sind nicht so wirksam wie das 
P.E. selbst: hier aber tritt der Fall ein, dafB durch Ver- 
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einigung der Kalt- und Warmniederschliige eine bessere Wir- 
kung erzielt wird. 
Diese Erfahrung, an kleineren Proben gemacht, sollte 
beim P.E. vom 17. April 1902. fiir das ganze Extrakt ver- 
wertet werden. Hier waren aber, obwohl in der gleichen 
Weise verfahren wurde, wie bei den Proben, schon die feuchten 
Niederschliige etwas weniger wirksam wie bei jenen, und die- 
selben biibten beim Trocknen an der Luft) noch erheblich an 
ihrer Wirksamkeit ein. Eine Losung der beiden Trockenprii- 
parate (Kalt- und Warm-Ammonsulfatniederschlag) in der dem 
P.E. entsprechenden Menye Wasser stelite eine 0,22 °/o Losung 
dar, war also in Anbetracht des Umstandes, dal den Nieder- 
schlagen immer viel Salz anhaftet, von sehr geringem Gehalt 
an dem P.E. entstammender Substanz, was, wie wir sehen 
werden, von Bedeutung ist. Die Erfahrungen am P.E. vom 
7. Mai 1902 haben gezeigt, dafi man eine recht substanzarme 
Losung (0.259%) mit Salz) mit dieser Methode erzielen kann, 
die, trotzdem dab einer der beiden Niederschliige vorher ge- 
trocknet war und beide Niederschliige zusammen gelist und 
nochmals mit Ammonsulfat ausgesalzen waren, nahezu_ wirkt 
wie das P.E. selbst. Es scheint, dali hierbei das Trocknen 
des Niederschlages in einer Ammoniakatmosphiire das giinstige 
Resultat bedingte, da iihnliche Niederschliige (P.E. vom 
17. April 1902, c) beim Trocknen gelitten hatten. In diesem 
Falle war auch durch die Siéttigung bei 40° C. nicht alles 
Wirksame ausgefilllt. Da aber das aus diesem Extrakt er- 
haltene Priiparat so gut wirksam war, diirfte auch dieser 
Fall darauf deuten, dab sich das Enzym im P.KE. selbst nicht 
unter den fiir seine Wirkung giinstigsten Bedingungen findet. 
Die Methode der Kombination von Kochsalzsiittigung in 
alkalischer Lésung und Ammonsulfat hat also ziemliche Vor- 
teile: da aber gut wirkende, substanzarme Lésungen immer 
noch Biuretreaktion geben, von der wenigstens die Warm- 
niedersehliige nicht ganz frei sind, und der Methode eine ge- 
wisse Unzuverliissigkeit zugeschrieben werden mul, so kann 
sie nicht unbedingt empfohlen werden. 
Wenn man das Kochsalz anfiinglich micht bis zur Siit- 
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tigung anwendet, so bleibt bei héheren Konzentrationen nach 
der Kaltsiittigung mit Ammonsulfat immer noch viel Wirksames 
in Losung, bei Konzentrationen, die etwa einer Halbsiittigung 
mit Koechsalz entsprechen, wird durch das Ammonsulfat zwar 
das meiste Wirksame schon in der Kiilte gefiillt, die Nieder- 
schliige sind aber schon von gréferer Masse. 

Immerhin sind auch diese Niederschliige geringer als 
Ammonsulfatfiillungen allein, und es ist damit ein Verfahren 
an die Hand gegeben, das eine modifizierte Kochzalzammon- 
sulfatmethode zuléibt. Man kann niémlich zuniichst das P.E, 
alkalisch mit Kochsalz siittigen und filtrieren. Filtrat 
wird mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt, so dah es 
nun eine halbgesiittigte Kochsalzlosung darstellt, und nun mit 
Ammonsulfat ausgesalzen. Kin so behandeltes P.E. (7. Mai 1902) 
ergab ein Trockenpréparat, von dem eine 0,44 °/oige Losung 
dem P.E. entsprach von ziemlich guter Wirkung. (Das eigen- 
tiimliche Verhalten eines Sodaextraktes dieses Priiparates, 
seine Besserung durch Ausfillen des Ammonsulfates mit Baryum- 
earbonat und die ungiinstige Wirkung dieses letzteren Salzes 
ber einer groberen Darstellung will ich hier nur noch einmal 
beiliufig erwiihnen und verweise wegen der Einzelheiten auf 
die Beschreibung der Versuche.) Diese letzte Losung wurde 
noch gebessert, wenn man sie auf 5°/o Kochsalz brachte, sie 
zeigte sich aber wenig haltbar. In einem anderen Falle (P.E. 
v. 17. April 1902 — Hauptdarstellung) war Kochsalz von ge- 
ringem Einfluf auf das nicht gut wirkende Trockenpriiparat- 
extrakt, dagegen zeigte dies, durch Ammoniak alkalisch gemacht. 
eine nicht unwesentliche Verbesserung. 

Von anderen Salzkombinationen wurde noch die von 
Magnesium- und Ammonsulfat versucht, die wegen des dabei 
entstehenden feinen krystallisierten Niederschlages unbequem 
ist, und auberdem die Kombination von Magnesium und Na- 
triumsulfat. Das dazu verwandte P.E. war das schon je! 
den Aussalzungen mit Magnesiumsulfat allein erwahnte vom 
12. November 1901. Wie dort wurde das Extrakt zuerst aul 
35% o des Salzes gebracht und das Filtrat damit in der liilte 
ganz gesiittigt. Entgegen dem dort beschriebenen Niederschlage 
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zeigte derselbe diesmal eine — wenn auch schwache — Biuret- 
reaktion. In gesiittigten Magnesiumsulfatfiltrat erzeugt 
nun Natriumsulfat einen neuen Niederschlag, der aber auch 
noch nicht alles Wirksame enthélt: dieses wird aber von 
dem Salze bei 40° C. vollstiindig ausgesalzen. Die Natrium- 
sulfatniederschliige sind sehr substanzarm und von guter Wir- 
kung; der in der Wiirme entstehende nahezu so gut wie das 
P.E. selbst. Da aber der Kaltniederschlag und der Magne- 
siumsulfatniederschlag auch recht wirksam sind, so hat man 
hier durch die Tsolierung wieder mehr Wirksames erhalten, 
als in dem P.E. enthalten zu sein schien. 

Der Natriumsulfatkaltniederschlag gab kaum eine, der 
Warmniederschlag eine schwache Biuretreaktion. Die Lésung 
des letzteren zeigte sich am folgenden Tage in ihrer Wirkung 
nicht verringert. 

Leider verlieren diese Natriumsulfatniederschlage sehr an 
Wirksamkeit durch das Trocknen an der Luft (bei dem Mag- 
nesiumniederschlage wurde keine Bestimmung der Wirkung 
des feuchten Niederschlages gemacht). Sie sind sehr substanz- 
arm. Von dem Kaltniederschlage (+- Salz) entspricht eine 
O,14°/oige LOsung, von dem Warmniederschlage eine 0,107°/oige 
Losung dem P.E. 

Die Losung des Magnesiumpriiparates, die in konzen- 
trierter Losung, als dem P.E. entspricht, gut wirkt, wird aber 
durch Loésen der Natriumsulfatpriiparate in derselben in ent- 
sprechendem Verhiiltnis nicht gebessert. 

Ich reihe an diese Ubersicht der Kombinationssalz- 
fillungen noch die Resultate der anfiinglichen Behandlung mit 
Essigsiture und ‘Trichloressigsiiure. Die letztere, als stark 
eiweibfillendes Mittel bekannt, hat gezeigt, wie schwer die 
coagulablen Korper des P.E. auszufiillen sind, wenn man das 
Fillungsmittel nicht in ailzugroBer Menge anwendet; in letz- 
tcrem Falle ist es dem Enzym schiidlich. 

Von der Essigsiiure war zu erwarten, dafi sie einen 
KGrper, das Leukoid Kiihnes, das sich wahrscheinlich mit 
der Nucleinsiiure Umbers deckt, ausfiille: aber auch hier 
mub man zur vollsténdigen Ausfiillung dieses Kérpers so hohe 
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Siiuregrade bei 40° C. anwenden, dali sie dem Enzym_ schiid- 
lich werden. 

Von diesem Korper ganz freie Lésungen, die aber auch 
noch Coagulables und Biuretgebendes enthalten, erhalt) man 
durch Extraktion yon Trockenpriiparaten mit 1°/oiger Essig- 
siiure, die davon nur wenig list. Diese Losungen sind, wieder 
akalisch gemacht, manchmal — leider nicht immer — von 
cuter Wirksamkeit. 


Die Dialyse. 

Die Niederschliige, die man durch Aussalzen erhielt, 
waren, namentlich wenn dazu nur ein einziges Salz verwendet 
wurde, von ziemlicher Masse und man durfite erwarten, wie 
dies ja schon Kiihne getan hat, dureh die Dialyse neben dem 
an den Niederschliigen haftenden Salz auch andere Stoffe zu 
entfernen und so das Postulat substanzarmer Losungen zu 
erfillen. 

Das Resultat war, dal diese Losungen an Wirksamkeit 
einbiiben, oder dali wenigstens die L6sung von Fibrin in ihnen 
verzogert wird, dab ihre Losungsfithigkeit aber durch Zusatz 
von Salzen wieder erhdht werden kann. 

1. Pankreasextrakt vom 21. Juni 1901. 

Die Lésung der Magnesiumsulfatfiillung dieses Extraktes, die wie 
das P. E. selbst gewirkt hatte (vel. oben), wurde nach der von Kiihne 
eingefiihrten Methode der Dialvse in einem Pergamentschlauch, der in 
fllefendes Wasser gehiingt wird, dieser Operation unterworfen.  Dabei 
entstand ein Niederschlag. Von demselben léste sich nur wenig in 
verdiinnter Sodaljésung und diese Lésung hatte nur eine sehr geringe 
Wirkung auf Fibrin, aber auch die von dem bei der Dialyse ent- 
standenen Niederschlage filtrierte Fliissigkeit war weniger wirksam, 


als man — auch die durch die bei der Dialyse entstehende Verdiinnuny 
in Betraecht gezogen — hatte erwarten sollen. Diese Lésung wurde au! 


einem flachen Teller bei 40° eingedampft und der Trockenriickstand 
in einer dem P. FE. entsprechenden Menge Wasser, worin er leicht und 
vollkommen lOshch war, wieder gelést. Auch die Wirkung diese: 
Losung war sehr vermindert. 


2. Pankreasextrakt vom 24. Juli 1901. 


Die Loésung des oben bei den Magnesiumsulfataussalzungen, aus 
halbgesittigter L6sung mit Alkohol ausgefiillten und in wenig Wass: 
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gelosten Niederschlages wurde am 9. August dialysiert. Nach 3 tagiger 
Dialyse war das Volumen der Gesaimttiliissigkeit, die auf mehrere Dialysor- 
schliuche verteilt worden war, auf S00 ccm gestiegen (wiihrend urspriing- 
lich 1400 cem VP. &. verarbeitet wurden). In den Schliiuchen betindet sich 
ein Niederschlag. Dieser wurde gesammelt, mit einer entsprechenden 
Menge verdiinnter Sodalésung extrahiert und auf Fibrin probiert. Die 
Lisung zeigte sich etwas wirksam, aber gering, jedenfalls schwicher 
als das Filtrat. Die Wirkung des letzteren war aber auch sehr ver- 
mindert. Es wirkte, wie es war, also konzentrierter als das P. E., so, 
daf\. nachdem es alkalisch gemacht war, eine Fibrintloeke nach 10 Min. 
Spuren von Zerfall, aber erst nach 30 Min. einigermafen deutlichen Zer- 
fall zeigte. Wurde aber etwas Kochsalz zugesetzt, so war die Wirkunyg 
etwas besser, namlich: 

10 Min.: bg. Z.: 30: zieml. Z.; 50: maf. R. 

Das Filtrat gab keine Biuretreaktion, schwache Xanthoprotein- 
siiurereaktion, aber beim Anséuren und Kochen ein miifiges Koagulum. 

Dies Filtrat wurde, gut toluolisiert, aufbewahrt. Es biifite mit der 
Zeit sehr an Wirksamkeit ein. Am 28. Oktober zeigte eine Fibrinflocke 
erst nach 15 Minuten beginnenden Zerfall (nachdem etwas Kochsalz zu- 
cesetzt war) und am 24. Februar 1902 traten unter den gleichen Beding- 
ungen, erst nach einer Stunde, Spuren von Zerfall an Fibrin ein. 

Bemerkenswert ist, daf$ zu dieser letzten Zeit (es wurde friiher 
nicht untersucht) auch nach dem Kochen keine Biuretreaktion vorhanden 
war, was der Fall hatte sein miissen, wenn Kiihnes Anschauung richtig 
wiire, dafidas Trypsin beim Kochen in koagulables Eiweifs und Antipepton 
zerfallt. Nun war jetzt in der Lésung, nach der Wirkung zu_urteilen, 
nur wenig Trypsin mehr vorhanden, aber wenn dies vorher schon im 
Sinne Kiihnes gespalten gewesen wire und das Antipepton durch Trypsin 
nicht weiter verindert wird, so hatte die Lésung ja an und fiir sich 
schon die Peptonreaktion geben miissen. 

3. Pankreasextrakt vom 14. Januar 1902. 

Die oben bei der kombinierten Kochsalzammonsulfatfaillung unter 
Bic) erwihnte konzentrierte Lésung jenes Niederschlages, dessen Wirkung, 
in einer der Konzentration des P. E. entsprechenden Lésung, eine gute war: 

5 Min.: zieml. Z.: 15: ger. R. 
war am 2. Februar 1902 der Dialyse unterworfen worden. Schon am 
folgenden Tage waren nur noch Spuren von Cl und H,SO, nachzuweisen. 
In den Dialysorschlauchen war ein starker Niederschlag entstanden. 
Die Gesamtfliissigkeit war von 100 ccm auf 150 ccm gestiegen. Fine 
Probe dieser wurde abfiltriert und, dem urspriinglichen P. E. ungefihr 
entsprechend, auf das 5fache verdiinnt. Diese Losung hatte nur eine 
geringe Wirkung auf Flbrin: 

20 Min.: Sp. Z.: 30: deutl. Z. 
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Auffallend war, das unverdiinnte Filtrat im Verhéltnis zum 
verdiinnten von ziemlich geringer Wirkung war: 

15. Min.: Sp. Z.; 20: deutl. Z.; 25: maf. R.; 1 St.: ger. R. 

Wurde diesem aber etwas Kochsalz zugesetzt und schwach alka- 
lisch gemacht, so war die Wirkung besser: 

10 Min.: zieml. Z.; 20: kl. R.; 30: gelost. 

Kine unfiltrierte Probe der dialysierten Fliissigkeit wurde mit 
etwas Sodalésung versetzt. Dabei lOste sich der Niederschlag auf. 
Diese Losung, aufs 5fache verdiinnt, wirkte besser als das verdiinnte 
Filtrat allein, niimlich: 

10 Min.: bg. Z.; 20: zieml. Z.; 30: st. Z. 

Diese Lésung wurde aber durch Zusatz von Kochsalz sehr 
wesentlich gebessert: 

& Min.: zieml. 10: st. Z.: 16: Ki. 

Dies steht im Widerspruch zu dem P. E. selbst, bei dem weder 
die Reaktion noch der Zusatz von Kochsalz einen Einfluf§ auf die Wirkung 
hatte vel. S. 440u. 496). Dies diirfte so zu erklaren sein, dafs das Trypsin in 
wiisserigen LOsungen schlecht lésend auf Fibrin wirkt. Diese lésende 
Wirkune wird unterstiitzt durch Salze; ob es im Pankreasextrakt selbst 
auch Salze oder nur Salze sind, die seine rasch lésende Wirkune be- 
dinven, bleibt dahingestellt. Solehe verdiinnte Lésungen sind iibrigens 
auch sehr wenig haltbar, denn eine nur iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatar gestandene Probe wirkte am folgenden Tage, nachdem_ sie 
jetzt erst, um den Niederschlag zu lésen, alkalisch gemacht und mit 
Kochsalz versetzt war, weniger als die schon gestern so behandelte 
Probe, welch letztere auch heute noch von gleicher Wirkung war, Damit 
ist also eine unterstiitzende und schiitzende Wirkung des Koch- 
salzes konstatiert. 

Die Hauptmasse der dialysierten Fliissigkeit wurde filtriert, das 
Filtrat) toluolisiert und aufgehoben, der Niederschlag abgepreft, vom 
Filter genommen und getrocknet. Das Filtrat gab kaum eine biuret- 
reaktion, wiihrend der Niederschlag diese recht deutlich zeigte. Der ge- 
trocknete Niederschlag wog 0,272 ¢. Da urspriinglich 800 cem P. E. 
verarbeitet wurden, wiirde dies daher einer 0,054°/oigen ent- 
sprechen, Eine 0,05°oige Losung desselben in verdiinnter Soda wirkte 
nach Zusatz von etwas Kochsalz: 

10 Min.: Sp. Z.; 20: zieml. Z.; 30: miifK. R. 

Also nicht gerade cut. Dieser Niederschlag wird wohl durch das 
Trocknen an Wirksamkeit eingebiifMt haben (eine genaue Priifung einer 
Losune des feuchten Niederschlages allein wurde micht gemacht), aber 
man sieht daraus, daf’i man an organischer Substanz recht arme Loésungen 
erhalten kann, die immer noch eine nicht ganz unerhebliche Wirkung zeigen. 

In konzentrierter alkalischer Lisung (0,25 ° 0) wirkte das Priparat 
nach Zusatz von etwas Kochsalz sehr gut: 

5 Min.: st. Z.; 10: sehr kl. R.; 15: gelost. 
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Am anderen Tag wirkte aber diese Loésung, trotz des Kochsalz- 
zusatzes weniger: 
5 Min.: bg. Z.; 10: zieml. Z.; 15: maB. R.; 20: kl. R.; 25: ger. R. 


Zusammenfassung. 


Bei der Dialyse von Lésungen der Salzfillungen  ptlegt 
ein Niederschlag zu entstehen. Das Enzym verteilt sich dabei 
in verschiedenen Fiillen verschieden auf Niederschlag und Lo- 
sung. Ist dasselbe auf beide ungefiihr gleich verteilt, so wirkt 
eine Probe, in der der Niedersechlag durch Soda wieder zur 
Losung gebracht ist, besser als das bei der Dialyse gel6st Ge- 
bliebene oder die Sodalésung des Niederschlages allein. Das 
gelist Gebliebene zeigt unter Umstiinden gar keine Biuret- 
reaktion und schwache Xanthoproteinsiiurereaktion 
(P. E. v. 24. Juli 1901). 

Im allgemeinen ist die Wirkung des Dialysierten  selir 
verringert, und wird es noch mehr beim Eindampfen bei 40° C. 
Die Wirkung kann aber durch Zusatz von Salzen ganz er- 
heblich gebessert werden. Beim P. E. vom 24. Juli 1901 
war dies allerdings nur in geringem Mabe der Fall, wohl aber 
bei dem P. E. vom 14. Januar 1902. Die dialysierte Salz- 
niederschlagslOsung dieses Extraktes verlor schon am = andern 
Tage noch wesentlich von ihrer Wirksamkeit, aber auch dies 
wurde durch den Zusatz von Kochsalz verhindert. Das Koch- 
salz ubt also unter Umstaénden eine unterstiitzende und 
schiitzende Wirkung auf das Enzym aus. Es scheint daraus 
hervorzugehen, substanzarme Loésungen des Trypsins 
schlecht wirken und leicht vernichtet werden, was _ vielleicht 
auch den Schliissel dazu gibt, warum substanzarme Salznieder- 
schliige schon beim Trocknen an der Luft so sehr an Wirk- 
samkeit einbtiben. 

bisher haben meine Versuche gezeigt, dal} man aus 
Pankreasdriisen durch Extraktion bei Zimmertemperatur L6- 
sungen erhalten kann, die in bezug auf die Auflosung von 
Fibrin von sehr guter Wirkung sind. Weiter habe ich gezeigt, 
man durch verschiedene Aussalzungsmethoden  reinere 
Enzympriiparate erhalten kann, die oft ebenso gut wirken wie 
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die Extrakte selbst. Es fragt sich nun zuniichst, wie sich 
diese Priiparatidsungen den Pankreasextrakten gegeniiber im 
weitern Verlauf der Verdauung verhalten, und ob wir mit 
diesen und mit den Pankreasextrakten selbst Verdauungs- 
versuche bei Zimmertemperatur unternehmen diirfen. Zur 
Beantwortung dieser Fragen sind wir auf die Untersuchung 
der LOsungs- und Zersetzungsprodukte unter diesen Verhilt- 
nissen im Vergleich mit den bei 40° C. entstehenden ange- 
wiesen, und ich gehe zu den von mir gemachten Erfahrungen 
liber, wenn sie auch liingst nicht erschOpfend sind. 


Losungs- und Zersetzungsprodukte. 


I. Beobachtungen an Pankreasextrakten. 


A. Selbstverdauung. 
1. Pankreasextrakt vom 4 Juni 1901. 

Nachdem dieses Extrakt auf den = zerkleinerten Driisen einen 
Monat im Wirmeschrank gestanden hatte (5. Juli), gab eine filtrierte Probe 
desselben beim Kochen noch ein — allerdings geringes — Koagulum, 
wiihrend schon am 7. Juni die Biuretreaktion sehr schwach aus- 
eefallen war. Vom 5. Juli ab stand das Extrakt, immer noch auf den 
Dritsen bet Zimmertemperatur. Nach beinahe 9 Monaten (18. Marz 
1902) vab dasselbe immer noch ein geringes Koagulum, aber keine 
Biuretreaktion mehr. Bei einem mikroskopischen Priiparate schied 
sich am Deckglasrand nur Leucin aus. Das Pankreasextrakt war zu 
dieser Zeit noch wirksam. Allerdings wurde es nicht selbst gepriift, 
aber eine wiedergeléste Ammonsulfatfallung wirkte noch; 

15 Min.: Sp. Z.; 30: deutl. Z.; 45: zieml. Z. 

2. Pankreasextrakt vom 11. Juni 1901. 

Eine Probe dieses P.E., nachdem es 24 Stunden im Warmeschrank 
cestanden hatte, filtriert, gab eine sehr deutliche Biuretreaktion. 
Angesiiuert und gekocht, gab es ein reichliches Koagulum und im 
Filtrat davon war die Biuretreaktion ebenso deutlich. Kochsalz- 
siittigung erzeugte in neutraler Lésung gar keine Fallung; in 
saurer eine miffige Triibung. 

Dieses PLE. blieb bis zum 17. Juni im Wirmeschrank, an diesem 
Tage wurde das Extrakt koliert und filtriert. Von da ab stand das Filtrat 
be: Zimmertemperatur. Am 4. Juli zeigte das Filtrat beim Kochen 
nur noch Opaleseenz. Die Biuretreaktion fiel schwach aus, beim 
Kochen verschwand sie, auch beim Zusatz von mehr Kupfersulfat. 
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3. Pankreasextrakt vom 1&8. Juni 1901. 
Am 19. Juni gab eine filtrierte Probe ein reichliches Koagulum 
beim Kochen, nachdem das Extrakt tiber Nacht auf dem Driisenbre: im 
Wiirmeschrank gestanden hatte. Siaittigung mit Kochsalz gab keine 
Fillung. 


, 


4. Pankreasextrakt vom 21. Juni 1901. 

Von hier ab wurden alle Extrakte bei Zimmertemperatur 
cemacht. Das Extrakt wurde am 24. Juni koliert und filtriert. Am 
31. Oktober 1901 gab das Filtrat bei ziemlich guter Wirkung (vergl. 
S. 438) kaum eine Biuretreaktion. 

5. Pankreasextrakt vom 2. Juli 1901. 

Am &. Jul koliert und filtriert. Am 11. November 1901 zeigte 
das Filtrat, nachdem es am 31. Oktober noch ziemlich gut gewirkt hatte 
vergl S. 488), gar keine Biuretreaktion. Beim Erhitzen entstand 
ein betriichtliches Koagulum; das Filtrat davon gab ebentalls keine 
Biuretreaktion, wohl aber das Koagulum selbst. nachdem es in der 
Natronlauge gelést war. Dies ist wichtig, weil daraus hervorgeht, dafs 
ein biuretgebender Kérper in Lésung sein kann, in diesem Falle koagulables 
Eiweif, ohne dafi die Reaktion direkt erkannt wird. 


6. Pankreasextrakte vom 9. Juli 1901. 
Filtrierte Proben dieser Extrakte zeigten alle 4 nach 2 Tagen 
eine miff‘ige Biuretreaktion; dieselbe neigte leicht zum Violett, 


blieb aber beim Kochen bestehen. 


7. Pankreasextrakt vom 14 Januar 1902. 

Bei diesem Pankreasextrakte habe ich weniger die Produkte der 
Selbstverdauung als eines der Loésung zu erwiihnen. Wurde niimlich 
am 15. Januar eine Probe filtriert und in destilliertes Wasser getropft, so 
entstand eine Triibung. Stiirker war die Triibung, wenn das Filtrat in 
verdiinnte Salzsiiure (0,2°/o) getropft wurde. Es diirfte sich hier um 
Myosin handeln, das aus den Driisen extrahiert wird. Dasselbe wird 
bei Zimmertemperatur vom Trypsin langsam angegriffen; denn aim 
7. Februar 1902 trat diese Triibung in Salzsiiure immer noch ein, wenn 
sie auch bedeutend schwicher geworden war. lm Widerspruch steht 
damit die Beobachtung vem P.E. vom 18. Juni 1901, indem dort am 
folgenden Tage durch Sattigung mit Kochsalz keine Fiillung eintrat, 
wodurch doch Myosin ausgesalzen wird; es miifte denn gerade sein, 
dafs dort die Wiirme eine rasche Zersetzung dieses Korpers durch das 
Trypsin begiinstigt hiitte. 


8. Extrakt aus Trockenpankreas. 


Es stand mir dazu ein Trockenpankreaspriparat zu Gebot, was 
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schon vor einigen Jahren im hiesigen  physiologischen Institut) nach 
Kiihnes Vorsehrift hergestellt war. 

Am 26. Juni 1901 setzte ich davon 100 ¢ mit 500 cem Wasser 
unter Zusatz von Chloroform an und lief es bet Zimmertemperatur 
stehen. Am andern Tag war eine Probe des Gemisches noch wenig 
wirksam, indem eine Fibrinflocke erst nach 25 Min. beginnenden Zerfal] 
zeigte. Am 5. Juli war dagegen die Wirkung eine recht gute geworden 
== 5 Min.: st. Z.: 15: gelést. Angesiiuert und gekocht, schied sich ein 
starkes Koagulum aus und die Losung zeigte eine intensive, auch 
beim Kochen bestechen bleibende Biuretreaktion. Das Extrakt war 
am +. Juli filtriert worden. Am 9. Juli hatte sich kein Tyrosin = aus- 
geschieden; aber auch beim FEindampfen auf dem Objekttriiger war 
mikroskopisch nur Leucin zu erkennen, Erst am 28. Oktober 1901 
begann sich in dem filtrierten Extrakt Tyrosin auszuscheiden. 

Aber auch bei Proben, die in der Wiirme gestanden waren, war 
der negative Tyrosinbefund auffallend. 

kine Probe, die 3 Tage im Wirmeschrank gestanden hatte, 
gab ein dem Anscheine nach etwas geringeres Koagulum als die 
Proben bei Zimmertemperatur; auch hier schied sich beim Eindampfen 
auf dem Objekttriiger nur Leucin aus. 

Selbst bei einer Probe die 21 Tage im Wirmeschrank ge- 
standen hatte, fand unter den gleichen Bedingungen nur Leucinaus- 
scheidung statt. 


B. Verdauung von Fibrin. 


Zuniichst wurde der Unterschied der Lésung einer” Fibrinflocke 
in der Wiirme und bei Zimmertemperatur festgestellt; dazu wurde eine 
Probe des PLE. vom 21. Juni 190L verwendet. Am 28. Juni wurde eine 
solehe in zwei gleiche Teile geteilt, in jeden eine Fibrinflocke gebracht 
und die eine Probe bei Zimmertemperatur, die andere im Wasserbad 
von 38° C. beobachtet. Der Zeitunterschied in der LGsung war ein 
betrichtlicher. Wiihrend bei 38° C. die Flocke in 5 Minuten nahezu 
gelist war, fand sich bei Zimmertemperatur nach LO Minuten starke 
Zerfall, nach 30 Minuten geringe Reste und nach einer Stunde erst 
volistiindige Liésung. Bei zwei alkalisch gemachten Proben waren die 
Losungszeiten die gleichen wie bei den neutralen. 

Kine gréfKere Menge Fibrin wurde von diesem Extrakt bei Zimmer- 
temperatur im Verlauf von + Stunden zu einer tritben, aber diinnen 
Fliissigkeit verwandelt. die leicht abfiltriert werden konnte und auf dem 
Filter emen geringen Rest zuriicklefs. 

War damit eine cut l6sende Wirkung konstatiert, so konnte auch 
gezeigt werden, dafS auch bei Zimmertemperatur eine weitere Zersetzung 
eintritt, denn in dem filtrierten) Fibrinverdauungsgemisch, das bis da 
immer bei Zimmertemperatur gestanden hatte, zeigte sich am 4. Juli 
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eine sehr reichliche Tyrosinausscheidung. Daneben fand= sich 
aber noch viel einfach geléstes Eiweif: denn die Fliissigkeit gab beim 
Kochen ein reichliches Koagulum. Die Biuretreaktion fiel deutlich 
aus und blieb bei geniigendem Kupfersulfatzusatz auch beim Kochen 
bestehen. 

Pankreasextrakt vom 11. Juni 1901. 

Kine Probe dieses P.E., das im Wirmeschrank hergestellt war, 
wurde am 17. Juni filtriert, alkalisch gemacht, mit Fibrin gestopft und 
in den Wiirmeschrank gestellt. Nach einigen Tagen konnte klar ab- 
filtriert werden.!) Das Filtrat wurde in den Wiirmeschrank gestellt. 
Nach 17 Tagen entstand beim Ansiiuren und Kochen ein miifiges 
flockiges Koagulum. Nach weiteren 26 Tagen fanden sich Bakterien 
darin, aber kein Fiiulnisgeruch. Die Lésung wnrde neu desinfiziert und 
wieder in den Wiirmeschrank gestellt. Am 12. November 1901 war 
noch eine deutliche, wenn auch schwache Biuretreaktion zu kon- 
statieren. Die Wirkung der Lésung auf eine neue’ Fibrinflocke war 
noch vorhanden, aber schwach; dieselbe ging erst im Laufe des Tages 
ber 40° C. in Lésung. 

Pankreasextrakt vom 2. Juli 1901. 

1. Am 5. Juli wurde eine (etwas verdiinnte) Probe dieses Extraktes 
mit Fibrin gestopft und in den Warmeschrank gestellt. Am folgenden 
Tage: tribe Fliissigkeit, die leicht und klar filtrierte. Das Filtrat wirkt 
nun auf Fibrin: 

30 Min.: be. Z.; 50: ger. R. 

Es gab schon heute beim Ansiiuren und Kochen nur ein geringes, 
flockiges Koagulum. Die Biuretreaktion fiel sehr intensiv aus und 
blieb beim Kochen bestehen. 

2. Am 20. Juli wurde eine Probe des Extraktes mit Fibrin gestopft 
und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach einigen Stunden war 
das Fibrin in eine Griitze verwandelt und am andern Tag in eine sirupése 
tribe Fliissigkeit, die bald klar filtrierte. Ein Tropfen davon, in destil- 
liertes Wasser gebracht, ergab eine Fiillung, die auf Zusatz von etwas 
Kochsalzlésung verschwand. In verdiinnte Salzsiiure getropft, gab es 
keine Triibung. Es kann sich hier um Heteroalbumose handeln, wahr- 
scheinlicher jedoch um Globulin, was sich ja bekanntlich in Pankreas- 
verdauungen bei Anwendung von rohem Fibrin findet. Auffallend war 
auch hier die schwere Aussalzbarkeit des Kérpers durch Kochsalz. Erst 
bei ganz vollstiindiger Siittigung entstand eine Fiillung, stiirker nach 
vorherigem Ansiuren. Die Losung zeigte sich noch wirksam, eine in 
eine Probe gebrachte Fibrinflocke zeigte bei 40° C. nach 30 Min. starken 
Zertall. 
1) Solche Verdauungsgemische pflegen anfangs triib, nach einiges 
Zeit aber klar zu filtrieren. Die Filtration geht aber meist sehr langsam. 
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Ain 9 August wurde von viel Tyrosin abfiltriert. Das Filtrat 
vab in Wasser getropft nur noch eine Triibung, beim Kochen ein starkes 
Koagulum, Die Biuretreaktion war deutlich, verschwand aber 
beim Kochen. Wurde mehr Kupfersulfat hinzugesetzt, so wurde die 
Flissigkeit beiin Kochen dunkelbraun-gelb. Am andern Tag hatte sich 
in der Probe ein Niederschlag abgesetzt, die dariiber stehende Fliissig- 
keit war schén kirschrot. Diese wurde abgegossen und wieder erwiirmt, 
dabei blafte die Farbe etwas ab, beim Zusatz von mehr Kupfersulfat 
und abermaligem Kochen blieb sie aber bestehen. 

Am 28. Oktober wurde nochmals von viel Tyrosin_ abfiltriert. 
Die Wirkung des Filtrates auf Fibrin bei 40°C. war: 

30 Min.: bg. Z.; 45: st. Z.; 1 St.: maf. R. 

beim Kochen bildete sich ein reichliches Koagulum. Die 
Biuretreaktion fiel im Nichtkoagulierten violett aus, beim Kochen wurde 
die Farbe rot. 

Am 17. Februar 1902 wurde wieder von wenig Tyrosin abfiltriert, 
Beim Kochen entstand ein ziemliches Koagulum. Im Filtrat davon war 
die Biuretreaktion sehr deutlich. Nun stellte ich das Verdauungsgemisch 
in den Wiirmeschrank, Am 24. Februar gab die Lésung beim Kochen 
immer noch ein Koagulum, das aber geringer zu sein schien. Im Filtrat 
davon war die Biuretreaktion sehr deutlich, verschwand aber 
beim Kochen, auch beim Zusatz von mehr Kupfervitriol. 

Wirkung zeigte das Gemisch immer noch auf Fibrin bei 40° C, 
namilich: 

30 Min.: bg. Z.; 45: zieml, Z.; 1 St.: maf. R.; 2 St.: gelést. 

Extrakt aus Trockenpankreas. 

Gegentiber den oben erwiihnten geringen Tyrosinmengen, die 
bei diesem Extrakt bei der Selbstverdauung wahrgenommen wurden, 
war die reichliche Ausscheidung dieses Kérpers bei einer Fibrin- 
verdauung bemerkenswert. Eine solche wurde am 10. Juli bei Zimmer- 
temperatur angesetzt. Am 11. Juli stellte dieselbe eine triibe Fliissigkeit 
dar, die klar filtriert wurde. Am 15. Juli hatte sich reichlich Tyrosin 
ausgeschieden, von dem abfiltriert wurde. Die Lésung gab beim Kochen 
starkes Koagulum und intensive, beim Kochen bestehen bleibende Biuret- 
reaktion. Am 22. Juli war eine neue Tyrosinausscheidung eingetreten. 


Il. Beobachtungen an Enzympriiparaten. 


1. Pankreasextrakt vom 21. Mai 1901. 

Zwei Magnesiumsulfatfillungen, eine aus neutraler, eine aus 
alkalischer Losung, die beide gleich gut gewirkt hatten (vgl. oben: Aus- 
salzung yon P. FE. durch Magnesiumsulfat 2b), wurden am 13. Juni 1901 
mit Fibrin gestopft und ins Wasserbad von 40°C. gestellt. Nach 4! 
Stunden war das Meiste gelést und es konnte eine leicht opalisierende 
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Fliissigkeit abfiltriert werden. Das Filtrat wurde am 14. Juni wieder 
warm gestellt. Am 15. Juni wurde von viel Tyrosin abfiltriert. Das 
Filtrat gab beim Ansiiuren und Kochen ein starkes Koagulum und 
das Filtrat davon eine intensive Biuretreaktion. Am 17. Juni war 
in dem Gemisch ein flockiger Niederschlag entstanden, von dem nur 
langsam und nicht ganz klar abfiltriert werden konnte. Auch in diesem 
Filtrat entstand beim Kochen noch ein betriichtliches Koagulum. Da- 
gegen erzeugte am 5, Juli Ansiiuren und Kochen nur noch eine leichte 
Triibung. Schon am 2. Tage der Verdauung wirkte eine Probe des 
Gemischs langsam lésend auf Fibrin, nach 30 Minuten war erst starker 
Zerfall eingetreten und erst nach einer Stunde war die Flocke bis auf 
ceringe Reste gelést. 
2. Pankreasextrakt vom 24. Juli 1901. 

Duren Dialyse einer Magnesiumsulfatfillungslésung war aus 
diesem Extrakt eine verhaltnismiifig reine und substanzarme Enzym- 
losung erhalten worden. Das Filtrat des Dialysierten enthielt in diesem 
Falle die Hauptmasse des Wirksamen. Allerdings war dies Filtrat: schon 
sofort wenig wirksam und biifte mit der Zeit noch sehr an Wirksamkeit 
ein. Kochsalzzusatz besserte dieselbe nur wenig. 

a) Am 31. Oktober wurde eine Probe dieses Filtrats alkalisch ge- 
macht und mit einer miifiigen Menge Fibrin in ein Wasserbad von 40° C, 
vestellt. Zu dieser Zeit (resp. am 28. Oktober) war die Wirkung des 
Filtrats derart, daf§ sich an einer Flocke Fibrin, nachdem etwas Koch- 
salz zugesetzt war, nach 15 Minuten beginnender Zerfall zeigte. 

Der jetzt angestellte Verdauungsversuch wurde ohne Kochsalz- 
zusatz gemacht. So wirkte diese Lésung auf die grifere Menge Fibrin 
recht schwach. Nachdem das Gemisch iiber Nacht bei 40° C. ge- 
standen war, zeigte sich das Fibrin allerdings zerbréckelt; es schien 
aber noch wenig gelést zu sein, denn in einer filtrierten Probe gab der 
Zusatz von Essigsiiure zwar eine geringe Triibung, die aber beim Kochen 
kaum vermehrt wurde; auch viel Alkohol gab nur eine geringe Fiillung. 
Das Gemisch wurde wieder warm gestellt. Am 2. November gab Zusatz 
von Essigsiiture wieder eine geringe Triibung, wurde davon abfiltriert 
und gekocht, so entstand nun aber ein miifiiges Koagulum. Am 4. No- 
vember entstand beim schwachen Ansiuern keine Triibung mehr, 
aber beim Kochen ein deutliches Koagulum. Im Filtrat davon lief 
sich beim Eindampfen auf dem Objekttriiger kein Leucin und Tyrosin 
erkennen; wurde aber mit Alkohol gefallt, wobei auch nur ein geringer 
Niederschlag entstand, und das Filtrat davon in einerSchale eingedampft, so 
blieb eine sirupdse Masse, in der reichlich Leucin und Tyrosin 
auskrystallisierten. Die Lésung wirkte noch auf Fibrin, aber sehr schwach, 
erst nach 2 Stunden zeigte sich beginnender Zerfall. 

b) Eine andere Probe des Filtrates vom Dialysierten wurde 
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am 28. Oktober 1901 alkalisch gemacht, etwas Kochsalz zugesetzt. mit 
Fibrin gestopft und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Am 31. Ok- 
tober stellt das Gemisch einen diinnen Rahm dar, von dem nach einiger 
Zeit ein klares Filtrat erzielt wird. In destilliertes Wasser  getropft, 
entsteht eine starke Triibung. Aus der alkalischen Loésung fillt 
Saittigung mit Kochsalz viel aus. Am 8. Februar 1902 war das Gemisch 
auf Fibrin bei 40° C. noch wirksam, wenn auch langsam: erst nach 
2 Stunden trat deutlicher Zerfall ein. Beim Findampfen auf dem Objekt- 
triiger scheidet sich Leucin und Tyrosin aus. Am 11. Februar ent- 
stand beim Eintropfen in destillertes Wasser keine Triibung mehr. Bei 
Zusatz von Natronlauge: starke Triibung: deutliche Biuretreaktion. 
Bei schwachem Ansiiuern entsteht eine Triibung, im Filtrat davon beim 
Kochen ein michtiges Koagulum. 

c) Sogar gekochtes Fibrin wird von dieser schwach wir- 
kenden Enzymlosung bei Zimmertemperatur angegriffen und sogar 
ohne Zusatz von Soda und Kochsalz. Fin solches Gemisch wurde am 
13. Dezember 1901 angesetzt. Am folgenden Tage zeigte sich das 
Fibrin deutheh angenagt. Da am 18. Dezember eine filtrierte Probe 
des Gemisches kaum mehr auf (ungekochtes) Fibrin wirkte, indem_ erst 
nach 24 Stunden etwas Zerfall zu erkennen war, wurde der Versuch am 
19. Dezember abgebrochen. Das Gemisch wurde filtriert. angesiuert und 
eekocht und nochmals filtriert. In diesem Filtrat erzeugte viel Alkohol 
einen miifigen, kKlebrigen Niederschlag. Die Biuretreaktion fiel 
deutheh aus. Eime Ausscheidung von Leucin und Tyrosin war aber weder 
direkt, noch nach dem Eindampfen des Alkohols zu erkennen. Allerdings 
ist zu erwiihnen, dafi die alkoholische Lésung zu einer leicht trocknenden, 
harten, zuletzt rissig werdenden Masse eindampfte, aus der wohl die 
Ausscheidung von Krystallen erschwert war. 

5. Pankreasextrakt vom 14. Januar 1902. 

Aus diesem P. EF. war durch kombinierte Kochsalz- und Ammon- 
sulfatbehandlung ein Niederschlag erhalten, der gelést und der Dia- 
lyse unterworfen worden war. Diese Liésung war nach Liésung des bei 
der Dialyse entstandenen Niederschlages durch Soda und Zusatz von 
etwas Kochsalz gut wirksam und hatte sich auch als haltbar erwiesen. 

a) Eine solche Probe wurde am 4. Februar mit Fibrin gestopft und 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 3 Tagen wurde filtriert. 
Das Filtrat bheb weiter bei Zimmertemperatur stehen. Am 1. Mai 1902 
war viel Tyrosin ausgeschieden, von dem abfiltriert wurde. Das Filtrat 
wurde angesiuert und gekocht (leider habe ich tiber die Menge des 
Koagulums keine Aufzeichnungen gemacht); das Filtrat davon gab eine 
deutliche Biuretreaktion, die aber beim Kochen abblaftte. Wurde 
mehr Kupfersulfat zugesetzt, so wurde die Probe beim Kochen mif- 
farben. Am andern Tag hatte sich ein Niederschlag gebildet und die 
dariiber stehende Fliissigkeit war rotlich-violett. Eine andere Probe des 
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Verdauungsgemisches wurde mit viel Alkohol gefillt. Der dabei ent- 
stehende Niederschlag gab eine schén purpurne Biuretreaktion und die 
Farbe blieb beim Kochen bestehen. 

Das Verdauungsgemisch wirkte zu dieser Zeit noch miiMg auf 
Fibrin, allerdings war nach 20 Minuten bei 40° C. noch keine Wirkung 
zu erkennen. Die Probe blieb dann tber Nacht bei Zimmertemperatur 
stehen, am andern Morgen war die Fibrinflocke gelést. 

b) Ein Extrakt des Filters, auf dem der Niederschlag, dessen 
Lisung der Dialyse unterworfen wurde, gesammelt worden war, mit 
wenig Wasser war von guter Wirkung (5 Min.: zieml. Z.; 20: gelist). 
Es gab ein Koagulum beim Kochen, aber kaum Biuretreaktion, die erst 
nach liingerem Stehen deutlich wurde. 

Dies Extrakt wurde in 2 Teile geteilt, von denen der eine am 
14. Februar 1902 mit Fibrin gestopft wurde. Das Gemisch blieb einige 
Stunden bei 40° C stehen, wobei schon nach 20 Minuten starke Erweichung 
des Fibrins eintrat; sodann bei Zimmertemperatur. Nach 5 Tagen wurde 
filtriert und die andere Hilfte des Extraktes zugesetzt, um reichlich 
Enzym zu haben. Nach 16 Tagen wurde von viel Tyrosin abfiltriert. 
Die Wirkung war noch recht gut: 5 Min.: bg. Z.; 15: ger. R. In destil- 
liertes Wasser getropft, entstand keine Tribung, aber beim Kochen ein 
reichliches Koagulum. Im Filtrat davon war die Biuretreaktion 
deutlich, beim Kochen bestehen bleibend. Nun wurde das Gemisch in 
den Wirmeschrank gestellt. Nach weiteren 11 Tagen gab es beim 
Kochen nur noch eine Tritbung. Die Biuretreaktion fiel mehr violett 
aus und verschwand beim Kochen. Das Gemisch war noch wirksam, 
wenn auch weniger: 15 Min.: bg. Z.; 25: st. Z.; 40 ger. R. 

4. Pankreasextrakt vom 17. April 1902. 

a) Verschiedene Ammonsulfat-Kalt- und Warmfiillungen aus 
diesem P. E. waren vereinigt worden. Die Loésung war einige Zeit ge- 
standen, ehe sie zu einem Verdauungsversuch verwendet wurde, woher 
wohl ihre nicht gerade sehr rasche Wirkung riihren mochte. Diese 
war niimlich: 

10 Min.: zieml. Z.; 15: st. Z.; 30: ger. R. 

Sie wurde auf '/s°/o trockene Soda gebracht, in 2 Teile geteilt, 
die beide mit Fibrin gestopft wurden (15. V.) Die eine Probe wurde 
hei Zimmertemperatur stehen gelassen (1), die andere im Wirme- 
schrank (2). Am Abend desselben Tages waren beide Gemische zu 
diinnen, rahmigen Fliissigkeiten geworden; am folgenden Tage wurden 
beide filtriert. Beide filtrierten langsam, das Filtrat war leicht opali- 
sierend, 

Am 29. Mai fand sich in (2) Tyrosin ausgeschieden, in (1) nicht. 

Am 4. Juni gab (1) beim Ansiéiuern und Kochen ein betriachtliches 
Koagulum, das Filtrat davon deutliche Biuretreaktion:; die Farbe 
wurde beim Kochen heller, aber in der Nuance mehr zwiebelrot. 
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(2) gab beim Ansiiuren und Kochen nur eine geringe, feinflockige 
Triibung. Das Filtrat verhielt sich in bezug auf die Biuretreak- 
tion wie (1). 

b) Kine in wenig Wasser geliste Probe eines Ammonsulfat- 
kaltniederschlages war von sehr guter Wirkung: 

2 Min.: deutl. Z.; 5: ger. R.; 8: gelost. 

Sie wurde am 5. Mai mit reichlich Fibrin beschickt, welches in 
& Min. bei 40° C. nahezu gelést war. Am Abend kam die Probe in den 
Wiarimeschrank. Am 27. Mai wurde filtriert. Die Filtration ging ziem- 
lich gut und die Lésung war noch ziemlich wirksam, niimlich: 

10 Min.: bg. Z.; 15: zieml. Z.; 20: maf. R.; 30: sehr kl. R.; 45: gelost. 

Angesiiuert und gekocht gab das Gemisch ein gering'es, flockiges 
Koagulum. Das Filtrat davon gab eine sehr deutliche Biuret- 
reaktion, die sich beim Kochen entfirbte. 

5. Pankreasextrakt vom 12. November 1901. 

Bei diesem P. EK. habe ich die Wirkung der ausgesalzenen Prii- 
parate auf eime Albumoselésung zu erwihnen. Aus den Trocken- 
priparaten, die oben erwihnt wurden, wurde eine Lésung hergestellt, 
indem 0,5 Priip. I, O.L g Priap. IT und 0,1 g Prip. zusammen mit 
d0 cem Wasser extrahiert wurden. Das Filtrat wirkte recht gut auf 
Fibrin, niimlich: 6 Min.: deutl. Z.: 10: miif. R.: 14: ger. R.; 20: min. R. 
In 40 com dieser Lésung wurden am 10. Dezember 1901 0,8 g eines 
Protoalbumosepriiparates gelést, das vor lingerer Zeit im_hiesigen 
phvsiologischen Institut dargestellt war. Die Loésung dieses Priiparates 
an sich gab eine sehr gute Biuretreaktion. Dieses Gemisch wurde bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen und von Zeit zu Zeit auf die 
siuretreaktion untersucht. Am 29. Januar 1902 fiel die Biuretreaktion 
bedeutend schwiicher aus als am Anfang, und am 9. April 1902) war 
dieselbe ganz geschwunden. Die Lésung wirkte zu dieser Zeit noch 
immer ziemlich gut auf eine Flocke Fibrin bei 40° C., nimlich: 

10 Min.: zieml. Z.; 15: kl. R.; 20: ger. R.; 30: geldst. 


Zusammenfassung. 


Die Hauptergebnisse dieser Beobachtungen tiber Losungs- 
und Zersetzungsprodukte sind folgende: 

Man kann in der Wiirme sowohl als auch in der Kite 
Pankreasextrakte erhalten, die eine schwache oder gar keine 
Biuretreaktion geben und dabei doch noch wirksam sind. 

Sehr schwer wird durch die Verdauung ein Kérper be- 
wiiltigt, der als genuines Eiweif aufzufassen ist, da er beim 
Krhitzen auskoaguliert und der sich Pankreasextrakten 
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auch nach langem Verweilen in der Wiirme, wenn auch in 
geringer Menge, noch vorfinden kann. Dieser Korper kann, 
isohiert, selbst noch die Biuretreaktion geben, wenn sie auch 
im ganzen P. FE. nicht mehr erkannt wird. 

Auch bei der Verdauung von Fibrin wird ein koagulabler 
Korper gefunden, aber dieser wird in der Wiirme zum grobten 
Teil oder ganz weiter zersetzt, was deshalb nicht sicher zu 
entscheiden ist, weil sich eben im P. E. selbst der eben erwiihnte 
resistente Korper findet. Jedenfalls geht aber die Zersetzung 
der groften Menge derselben bei gut wirkenden Extrakten in 
der Wiirme rasch, da bei einer mit Fibrin gestopften Probe 
vom P. E. vom 2. Juli schon am folgenden Tag nur noch ein 
geringes Koagulum beim Erhitzen entstand. Bei Zimmer- 
temperatur wird dieser Koérper jedoch mindestens lang- 
samer angegriffen, da er sich hier nach liingerer Zeit in nicht 
unbetrachtlicher Menge findet; dennoch unterliegt auch dabei 
ein Teil des Eiweibes weiterer Zersetzung, wie namenlich 
aus der reichlichen Tyrosinausscheidung hervorgeht. 

Die Biuretreaktion habe ich bei Fibrinverdauungen nie 
ganz schwinden gesehen, trotzdem dal die Extrakte am 
Ende der Versuche noch, wenn auch oft nur noch schwach, 
wirksam waren. Sie kann aber, namentlich in der Wiirme, 
recht schwach werden, oder nachweislich nur einem 
kongulablen Koérper zukommen. Fiir die SalzfillungslOsungen 
hat sich ergeben, dai man keinen Grund hat, sie nicht an 
Stelle der Pankreasextrakte zu verwenden. Thre 
Wirkung ist am Ende der Verdauungsversuche selbst in der 
Wiirme nicht ganz aufgehoben. Auch sehr schwach wirkende 
Losungen bringen Fibrin zur Losung und bilden Zersetzungs- 
produkte. 

Aber auch von diesen L6sungen werden gewisse koagulable 
Kiweiikorper in der Kiiite nur sehr schwer angegriffen, wiihrend 
sie in der Wiirme bis auf geringe Reste weiter zersetzt werden. 

Fiir die Biuretreaktion gilt das Gleiche wie bei den Pankreas- 
extrakten. 

Wenn man sehr vollstiindige Verdauung bezweckt, wird 
man also Pankrasextrakte und Salzfiillungslésungen bei Kérper- 
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temperatur wirken lassen miissen. Da dabei viel Enzym zer- 
stirt wird, wird es sich empfehlen, von Zeit zu Zeit neues 
zuzugeben. 

Vielleicht gibt die schwere Angreifbarkeit eines Teiles 
des EiweiBes in der Kialte ein Mittel in die Hand, aus diesem 
grohe Molekiiikomplexe zu trennen. 


Einfluss von Wirme und Salzen auf die Trypsinwirkung. 


Ich habe mehrfach den Einfluj von Warme und Salzen 
auf die Wirkung von Pankreasextrakten oder von Losungen 
der daraus ausgesalzenen Niederschliige erwithnt, will aber, 
da diese Beobachtungen in der Arbeit zerstreut sind, dieselben 
hier nochmals zusammenfassen und noch einiges zuftigen. 

Zuniichst will ich wiederholen, daf$ ich die liingst bekannte Tat- 
sache, dafi es fiir die Trypsinwirkung ein Temperaturoptimum gibt, 
was sich zuniichst darin ausdriickt, daf\ eine Fibrinflocke bei Kérper- 
temperatur resp. 409 C. rascher gelést wird, als bei niederen Temperaturen, 
nochmals besonders konstatiert habe. 

Ich wiederhole ferner hier, daf§ man bei Zimmertemperatur besser 
wirkende Extrakte bekommt als bei 40° C., und dafs sich deren Wirkung 
linger auf ziemlich gleicher Hohe erhilt. 

Wenn aus diesen Beobachtungen schon der schidigende Ein- 
fluf$ der Wiirme hervorging, habe ich doch noch einige speziell zur 
Feststellung dieser Tatsache angestellte Versuche zu erwahnen, die ich 


hier zusammenstelle: 


A. Einflu§ der Warme auf Pankreasextrakte. 
1. Pankreasextrakt vom 18. Juni 1901. 

Dieses Extrakt hatte, nachdem es nur einige Stunden bet 
ziemlich niederer Temperatur gestanden hatte (33° C.), eine sehr gute 
Wirkuneg: 

2 Min: deutl. Z.; 10: fast gelést. 

Kine filtrierte Probe, die, alkalisch gemacht, eine Stunde lang 
bei 40° C, gestanden hatte, verhielt sich kaum anders. 

Zwei ebenfalls filtrierte Proben, die iber Nacht, die eine neutral, 
die andere alkalisch, bei 36° C. gestanden hatten, waren am andern 
Tage deutlich geschwiacht, und zwar beide gleich. Beide wirkten: 

Min.: Sp. Z.; 20: geldst. 

2. Pankreasextrakt vom 21. Juni 1901. 

Am 27. Juni léste eine filtrierte Probe dieses P.E. eine Fibrinflocke 

in 5 Minuten bis auf geringe Reste auf. Bei einer Probe, die tiber 
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Nacht neutral, in der Warme gestanden hatte, zeigte sich an einer 
Fibrinflocke nach 5 Minuten erst beginnender Zerfall, wiihrend 
dieser bei einer Probe, die tiber Nacht alkalisch warm gestanden hatte, 
erst nach 10 Minuten eintrat. 

Eine andere Probe dieses P.E. war vom 25. Juni bis 30, Juli 1901 
im Wiirmeschrank gestanden. An letzterem Tage wirkte sie kaum 
anders (1) als das wihrend dieser Zeit bei Zimmertemperatur ge- 
haltene P.E. (2): 

1. 10 Min.: deutl. Z.; 30: kl. R. 

2. (26. Juli): 5 Min.: Sp. Z.; 10: deutl. Z.; 15: st. Z.; 25: kl. R. 

3. Pankreasextrakt vom 2. Juli 1901. 

Dasselbe wirkte am 5. Juli: 5 Min.: st. Z.: eine Probe, die tiber 
Nacht im Wirmeschrank gestanden hatte, zeigte in der gleichen Zeit 
kaum beginnenden Zerfall. 


4. Pankreasextrakt vom 14. Januar 1902. 


Am 28. Januar wirkte dieses P.E. neutral und alkalisch gleich: 

3 Min.: zieml. Z.; 5: miif. R.; 10: gelést. 

Die Proben, in denen diese Wirkung konstatiert wurde, blieben 
6 Stunden im Wasserbad von 40° C. sthehen. Nach dieser Zeit wurde 
in denselben eine zweite Flocke Fibrin gelést. Die Lésung ging folgender- 
maffen von statten: 

neutr. alkal, 
5 Min.: st. Z.; sehr st. Z. 
10 » R.; sehr kl. R. 
Oo. Trockenpankreasextrakt vom 26. Juni 1901. 

Am 3. Juli war die Wirkung dieses aus Kithneschem Trocken- 
pankreas mit Wasser bei Zimmertemperatur hergestellten Extraktes : 

3 Min.: eben bg. Z.; 5: viel geldst. 

Eine Probe, die tuber Nacht im Wiarmeschrank gestanden hatte, wirkte: 

7 Min.: bg. Z.; 20: gelést. 

Am 10. Juli wirkten 2 Proben, von denen die eine neutral, die 
andere alkalisch 3 Tage warm gestanden hatten, ganz gleich: 

5 Min.: bg. Z.; 10: deutl. Z. 

Am 22. Juli wirkte eine Probe, die 3 Tage warm gestanden hatte (1) 
vegen eine normale (2): 

1.5 Min.: 0; 10: deutl. Z.; 20: kl. R.; 30; sehr ger. R, 

2.5 »  deutl. Z.; 10: maf. R.; 20: ger. R.; 30: gelést. 


B. Einflu§B von Salzen auf die Trypsinwirkung. 


In dieses Kapitel gehért zunichst die Reaktion, bei der ein 
Pankreasextrakt wirkt, da man die Extrakte, wenn man sie alkalisch 
haben will, mit einem Salz, der Soda, auf diese Reaktion bringt. Pankreas- 
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saft ist bekanntlich kriiftig alkalisch; auch ein wiisseriges Extrakt der 
Driisen pflegt am ersten Tage alkalisch zu sein, was nur zu bestimmen 
ist, wenn. der Hiimoglobingehalt der verwendeten Driisen ein geringer 
ist. Gewodhnlich ist aber schon am folgenden Tage die Reaktion neutral 
oder schwach sauer. 

Im allgemeinen wird heute angenommen, da Pankreasextrakte, 
die keine Vorstufe, sondern das fertige Enzym enthalten, bei alkalischer 
Reaktion am besten wirken. Dies ist aber nur mit Einschrinkungen 
richtig. 

Kinmal wirken wiisserige Extrakte an sich gewodhnlich sehr gut, 
sodann kann gezeigt werden, dafi sie manchmal nach Sodazusatz 
genau die gleiche Wirkung haben. Dies war der Fall beim P.E. 
von 14. Januar 1902. In anderen Fiillen ist dies dagegen nicht der 
Fall. Das P.E. vom 7. Mai 1902 léste, mit Soda alkalisech gemacht. 
Fibrin etwas rascher als ohne diese; noch besser war die Wirkung, 
wenn man statt mit Soda mit Ammoniak alkalisch machte. 

Kochsalz. 

Das P.E. vom 2. Juti 1901 wirkte am 13. August (1): nach Zusatz 
einiger Tropfen konzentrierter Kochsalzlésung (2) 

1. 5 Min.: 0; 10: maf. Z.; 15: st. Z.; 20: kl. R. 

2.5 » miif. Z.; 10: zieml. Z.; 15: maf. R.; 20: ger. R. 

Kochsalz wirkte also hier auf ein nicht auf der Hohe seiner 
Wirksamkeit stehendes P.E. bessernd. 

Bei einem Extrakt, das an und fiir sich sehr gut wirksam war. 
hatte der Zusatz von Kochsalz keinen Einfluf. Beim P. E. vom 
7. Mai 1902 zeigte eine 10°. Kochsalz enthaltende Probe genau dic 
vsleiche Wirkung wie eine ohne diesen Zusatz. Selbst bei 27 °» 
Kochsalz war kaum ein Unterschied zu bemerken, deutlich war dieser 
erst bei vollstiindiger Sattigung, aber auch hier war die Herabsetzung 
der Wirkung cine recht unbetriichtliche. Ebensowenig hatte Zusatz 
von kKochsalz und Soda einen Einfluf§K am 4. Februar 1902 bei dein 
an diesem Tage noch sehr gut wirkenden P. E. vom 14. Januar 1902. 

Aus dem P. E. vom 7. Mai 1902 war durch Siittigen mit Kocl- 
salz und Aussalzen des mit Wasser verdiinnten Filtrats mit Ammonsulfat 
ein Priiparat hergestellt worden, dessen wiisseriges Extrakt gut auf Fibrin 


wirkte (1). Bei dieser Lésung war aber die Wirkung etwas — wenn 
auch nicht sehr viel — besser, wenn sie auf 5°o Kochsalz gebracht 


(2): 
1. 5 Min.: deutl. Z.; 10: kl. R. 
2. & Min.: st. Z.; 10: min. R. 

Ber Trockenpriéiparaten, die aus dem P. E. vom 17. April 1902 
nach Kochsalzsittigung durch Ammonsulfatfaillung bei Zimmertemperatu: 
und ber 40° C. erhalten waren, hatte Kochsalzzusatz keinen 


wurde 


bessernden Einflufs. 
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Der Zusatz von Kochsalz zeigte sich bisher also nirgends schiidigend, 
aber auch nur wenig bessernd auf tryptische Lésungen. Sehr auf- 
fallend war dagegen seine bessernde Wirkung bei dialysierten Losungen. 
Unerklarlicher Weise aber nicht in jeden Falle, denn eine dialysierte 
Lésung eines aus dem P. FE. vom 24. Juli 1901 nach Halbsiittigung mit 
Magnesiumsulfat durch Alkoholfiillung erhaltenen Niederschlages wurde 
durch Kochsalzzusatz kaum gebessert. 

Dagegen war dies der Fall bei einer dialysierten Losung, die aus 
dem P. E. vom 14. Januar 1902 stammte. Dieses Extrakt war. nachdem 
es auf L8°o Kochsalz gebracht worden war, mit Ammonsulfat ausgesalzen 
und die Lésung des dabei entstandenen Niederschlages dialvsiert worden. 
Die dialysierte Fliissigkeit wirkte, nachdem ein bei der Dialyse ent- 
standener Niederschlag durch Soda in Lésung gebracht worden war (1), 
nach Zusatz von etwas Kochsalz wesentlich besser (2): 

1. 10 Min.: bg. Z.; 15: deutl. Z.; 30: st. Z. 

2. Mim.: zieml. Z.; 10: at; Z.; 15: kL R. 

Noch in einer anderen Beziehung zeigte sich hier der Kochsalz- 
zusatz von giinstigem Einflufi. Die dialysierte L6sung zeigte sich niimlich 
schon am folgenden Tage erheblich geschwicht, wiihrend die Probe, die 
mit Kochsalz versetzt war, noch ebenso wirkte wie Tags zuvor. Damit war 
also auch eine schiitzende Wirkung des Kochsalzes konstatiert. Aber 
auch hierin zeigen sich bis jetzt unerkliirliche Verschiedenheiten; denn 
ein Extrakt des bei der Dialyse entstandenen und getrockneten Nieder- 
schlages zeigte trotz Kochsalzzusatz am folgenden Tag eine geringere 
Wirkung. Ebenso zeigte das Kochsalz bei der vorhin erwiihnten Pri- 
paratlésung aus dem P. E. vom 7. Mai 1902 keine schiitzende 
Figenschaft, da auch hier die Wirkung einer solchen kochsalzhaltigen 
Lésung am anderen Tag wesentlich geringer war. 


Magnesium- und Natriumsulfat. 


Ob diese Salze in mifiiger Menge einen besonderen Einfluf auf 
tryptische Lésungen haben, dariiber habe ich keine Erfahrung; dafi ein 
eroferer Zusatz des Magnesiumsalzes ziemlich hemmend wirkt, geht 
aus einem Versuch hervor, den ich mit dem P. FE. vom 21. Juni 1901 
anstellte. 

Dieses Extrakt wirkte am 24. Juni sehr gut (1), mit der gleichen 
Menge konzentrierter Magnesiumsulfatlosung versetzt, war die Wirkung 
dagegen so wesentlich verzégert, wie sie durch Verdiinnen mit Wasser 
nicht gewesen wiire (2). 

1. 3 Min.: bg. Z.; 5: viel gelést; 15: vollkommene Loésung. 

2. 15 Min.: bg. Z.; 30: noch viel ungelost. 

Bei dem gleichen P. E. konnte nachgewiesen werden, daf\ sich 
ein geléster Magnesiumsulfatsiittigungsniederschlag, der wie alle diese 


ats 
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Niederschlige nicht unbetriichtliche Mengen des Salzes enthielt, ungefiahr 
chenso haltbar zeigte, wie das P. E. selbst. 

Am 27. Juni loste das P. E. eine Fibrinflocke in 5 Minuten bis auf 
geringe Reste auf; die Niederschlagsl6sung zeigte an einer solchen nach 
® Minuten starken Zerfall. Nachdem beide bis zum 19. Juli bei Zimmer- 
temperatur gestanden hatten, wirkten beide ganz gleich: 

5 Min.: Sp. Z.; 10: bg. Z.: 15: st. Z.; 20: kl. R. 

Da die Lésung des Magnesiumniederschlages anfanglich etwas 
veringer wirkte, war sie also verhiltnismifiig sogar etwas weniger 
seschwiicht als das P. E. 

Nun wurde die Niederschlagslésung in den Warmeschrank gestellt 
(36—37" 

Am 22. Juli wirkte sie (1), am 2. August (2): 

1. 10 Min.: Sp. Z.; 20: maf. Z.; 35: st. Z.; 55: kl. R. 

2. 15 Min.: bg. Z.; 20 zieml. Z.; 60: ki. R. 

Sie wurde also in der Wiirme am Anfang erheblich, spiter 
weniger geschidigt. 

Kine aus dem P. FE. vom 2. Juli 1901 hergestellte Loésung eines 
Niederschlages, der am 26. Juli nach Halbsattigung mit Magnesiumsulfat 
durch Ganzsiittigung mit diesem Salz erhalten war, wirkte (2) ziemlich 
wie das P. EK. selbst (1). Am 29. Oktober 1901 war die Wirkung des 
letzteren (3), die der Niederschlagslésung (4): 

1. 5 Min.: 0; 10: deutl. Z.; 15: st. Z.; 20: ki. R.; 30: sehr ger. R. 

2. 5 Min.: ?; 10: deutl. Z.; 15: zieml. Z.; 20: maf. R.; 30: ger. R. 

3. 5 Min.: bg. Z.; 10: zieml. Z.; 15: st. Z.; 25; R.; 35: min. R. 

4. 5 Min. 0; 10: bg. Z.; 15: zieml. Z.; 30: maf. R.; 35: kl. R.: 
40: ger. R. 

Wiihrend also hier das P. E. in der spiiteren Zeit eher ein wenig 
besser wirkte, hatte die Niederschlagslésung eine geringe Verzégerung 
ihrer Wirkung erfahren. 

Bei dem P. E. vom 12. November 1901 konnte ich konstatieren, 
dafi die Magnesium- und Natriumsulfat-Niederschlige beim Stehen 
bei Zimmertemperatur — wentgstens im Verlauf von 24 Stunden — 
keine Schwiichung erfahren. 


Ammonsulfat. 


Auffallend verschieden gestaltet sich die Einwirkung von Ammon- 
sulfat auf tryptische Lésungen. 

Ber dem P. E. vom 2. Juli 1901 hatte der Zusatz eimiger Tropfen 
konzentrierter Ammonsulfatl6sung zu eimer Probe im Reagensglase 
eine schwach verzéogernde Wirkung. Das P. E. ohne Salz 
wirkte (1), mit demselben (2); 

l. 5 Min: Sp. Z.; 10: st. Z.; 16: kl. B.; 20: sehr ger. R. 

2. 5 Min.: 0; 10: deut). Z.; 15: maf. R.; 20: ger. R. 
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Bei dem gleichen P.E. hatte zu einer spiiteren Zeit, als es an 
sich schon etwas geschwicht war (26. Juli 1901), ein gleicher Zusatz 
von Ammonsulfat gar keinen Einfluf§X. Beide Proben wirkten: 

5S Min.: O; 10: deutl. Z.; 15: st. Z.: 20: kl R.: 80: sehr ger. R. 

Beim P.E. vy. 17. April 1902 hatte Zusatz von 20 °o Ammon- 
sulfat einen wenig verzégernden Einflufi.” Es wirkte P.E. am 
22. April (1); das gleiche auf 20 °.» Ammonsulfat gebracht (2): 

1. 2 Min.: bg. Z.; 3: st. Z.; 8: min. R. 

2. 2 Min: ? ; 3: deutl. Z.; 8: sehr ger. R. 

Der Einfluf&S von Ammonsulfat auf Pankreasextrakte ist also im 
ganzen gering, aber eher etwas hindernd: Losungen von ausgesal- 
zenen Niederschliigen, auch wenn sie durch Aussalzen mit diesem 
Salze selbst gewonnen wurden, kOnnen dagegen durch Zusatz von 
weiterem Ammonsulfat in ihrer Wirkung gebessert werden. 

In dieser Beziehung ist die Lésung eines Priiparates sehr lehr- 
reich, das unter «Aussalzung von P.E. durch Ammonsulfat» 5 ¢ (PLE. v. 
7. Febr. 1902) erwaihnt wurde. Die Wirkung dieser LOsung war gegen- 
iiber der des P.E. selbst (1) keine sehr gute (2). 

1. 5 Min.: st. Z.; 10: ger. R.; 15: geldst. 

2. 5 Min.: ? ; 10: zieml. Z.; 15: kl. R.; 25: min. R. 

Durch Zusatz von etwas konzentrierter Ammonsulfatlésung wurde 
sie gebessert: 

5 Min.: zieml. Z.; 10: kl. R.; 15: ger. R.; 20: min. R. 

Die Lésung war, dem P.E. entsprechend, eine OB °oige. Eine 
0.4 °oige, die (ibrigens nach Zusatz von etwas Sodalésung) natiirlich 
schwiicher wirkte (1), wurde aber durch Zusatz von etwas konzentrierter 
Ammonsulfatldsung verhiltnismafiig mehr gebessert (2): 

1. 5 Min.: 0: 10: ? ;: 10: deutl. bg. Z,; 20: zieml. Z.; 30: st. 
Z.; 40: kl. R. 

2. 5 Min.: bg. Z.; 10: st. Z.; 15: kl. R. 

Eine aéhnliche bessernde Wirkung hatte Zusatz von etwas 
konzentrierter Ammonsulfatlésung beim P.E. vom 7. Marz 1902  (vergl. 
oben: «Aussalzung v. P.E. mit Ammonsulfat» 6). 

Ich habe frither erwiihnt («Aussalzung vy. P.E.: mit Ammonsulfat» 
2b, PLE. v. 2. Juli 1901), sich die Liésung einer Ammonsulfatfallung 
als sehr wenig haltbar erwies, indem sie schon nach 24stiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur, noch mehr in der Wiirme, erheblich in 
ihrer Wirkung herabgesetzt war, diese Schidigung aber nur die 
anfiingliche gute Wirkung betraf, wihrend die Lésung dann ziemlich 
stationiir blieb. 

In anderen Fiillen trat aber eine soleche Schiéidigung iber- 
haupt nicht ein, so in dem unter 3.a. erwiihnten Fall (P.E. vom 3. De- 
zember 1901). 

Auch Ammonsulfatniederschlige, die nach vorheriger Koch- 
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salzbehandlung erhalten wurden, waren in Lésung haltbar, so der 
unter «Kochsalzfillung aus alkalischer oder neutraler Liésung» 1.b. an- 
vefiiirte (PLE. vom 14 Januar 1902). 

Seine Losung wirkte am 25. Januar 1902: 

) Min.: zieml. Z.; 10: miifK. R.; 15: sehr ger. R.; 
am 28. Januar: 

Min.: deutl. Z.; 10: st. Z.; 15: ger. Ri. 

Wenn also die Wirkung auch etwas langsamer war, nachdem die 
Losung 3 Tage ber Zimmertemperatur gestanden hatte, so war die 
Schiidigung doch bedeutend geringer als in dem vorhin erwiahnten Fall 
nach 2+#stiindigem Stehen, obgleich die Wirkung der Lésung vor- 
liegenden Faille eine noch etwas bessere war, wie in jenem, wo wir ja 
gesehen haben, daf§ gerade die erste kraftige Wirkung rasch abnahm. 

Kbenso war die unter 2a) des gleichen Kapitels erwaihnte Lésung 
(PLE. vom 17. April 1902), die iibrigens nicht so gut wirkte, nach 
4tiigigem Stehen bet Zimmertemperatur noch von ganz gleicher 
Wirkung; dagegen mufte die geringere Wirkung von einer Loésung 
verschiedener Ammonsulfatniederschlage des gleichen P.E. (vergl. 
Losungs- und Zersetzungsprodukte Il 4.a., P.E. vom 17. April 1902) 
darauf geschoben werden, dafi dieselbe einige Tage gestanden hatte. 
An der gleichen Stelle ist ein Parallelfibrinverdauungsversuch bei 
Zimmertemperatur und im Wiirmeschrank erwihnt, dem ich hier hin- 
zufiige, dafi die Losung am Ende des Versuchs in der Wiirme stirker 
veschiidigt war als in der Kalte. Die urspriingliche Wirkung der 
Losung war (1); nach der Verdauung bei Zimmertemperatur (2) und 
im Wiirmeschrank (3). 

1. 10 Min.: zieml. Z.; 15: st. Z.; 30: ger. R. 

2. 15 Min.: eben bg. Z.; 30: zieml. Z.; 1 St.: kl. R.; 1.40: gelost. 

3. 30 Min:: bg. Z.; 1 St: at. ger. 

Da wir oben gesehen haben, dafi, wenn eine Schwachung der 
Ammonsulfatfiillungsldsungen eintritt, diese in der Wirme stiarker ist als 
bei Zimmertemperatur, ist in dem eben erwihnten Falle kaum zu ent- 
scheiden, ob auch hier nur die Wiarme die Ursache der gréf,eren Wirkungs- 
verminderung war, oder ob die gréf—ere Aufgabe, die an das Enzym 
vestellt war. da die Verdauung in der Wiirme eine weitergehende war, 
daran Schuld trug. 

Da also mehr oder weniger isolierte Enzympriiparate durch Ammon- 
sulfat bei Zimmertemperatur und noch mehr in der Wiirme geschiadigt 
werden kénnen, war es notig, zu wissen, ob das Salz an und fiir sich 
die tryplischen Loésungen weniger haltbar machte. Da aber substanz- 
arme Enzymlésungen iiberhaupt leicht an Wirksamkeit einbiifen und 
davor nicht immer durch Salzzusatz geschiitzt werden, war man auf 
substanzreichere angewiesen, wozu wohl am_ besten die 
Pankreasextrakte selbst dienten. 


3 


Beitriige zur Kenntnis der Trypsinwirkung. 


In dieser Hinsicht habe ich zunichst zu bemerken, dafs die oben 
erwiihnte, zu der spiiteren Zeit mit etwas Ammonsulfat versetzte Probe 
des P.E. vom 2. Juhi 1901, obgleich sie von nicht mehr ganz guter 
Wirkung war, am folgenden Tage etwas geschwiicht war; nicht so sehr 
wie die Liésung des aus dem gleichen P.E. durch Aussalzen mit diesem 
Salz erhaltenen Niederschlages, aber doch mehr, als man bei P.E. fiir 
gewohnlich zu sehen gewohnt ist. Ich gebe hier die Wirkung vom 
26. (1) und vom 27. Juhi 1901 (2) . 

1. 10: dentl. Z.; 15: st. Z.; 30: sehr ger. 

2. 5 Min.: 0; 10: Sp. Z.; 15: deutl. Z.; 35: kl. R. 

In der Wiairme dagegen war eine stiirkere Schidigung durch 
den Zusatz von Ammonsulfat gegeniiber einem P.E. selbst nicht zu 
bemerken. Ich habe dafiir einen Versuch am P.E. vom 14. Jan. 1902 
angestellt. Am 7. Februar wurden 80 cem dieses Extraktes alkalisch 
gemacht und in zwei gleiche Teile geteilt. Zu dem einen wurden 20 cem 
einer gesattigten Ammonsulfatlésung gesetzt (wobei eine geringe Triibung 
entstand, von der abfiltriert wurde), zu den anderen 20 ccm Wasser. 
Die Wirkung beider Proben war insofern verschieden, als der Beginn des 
Fibrinzerfalles bei der mit Wasser verdiinnten spiter eintrat (1) als bei 
der mit Salzlésung versetzten (2); der weitere Verlauf war ganz gleich: 

1. 5 Min.: O; 10: maf. R.; 15: kl. R.; 20: sehr ger. R. 

2. 5 Min.: zieml. Z.; 10: maf. R.; 15: kl. R.; 20: sehr ger. R. 

Beide Proben kamen in den Warmschrank, der zu dieser Zeit auf 
38°C. eingestellt war. Am 11, Februar verhielten sich die beiden Proben 
folyendermafen : 

1. 5 Min.: 0 10: ? ; 15: bg. Z.; 20: zieml. Z.; 30: maf. R. 

2. 5 Min.: O 10: bg. Z.; 15: zieml. Z.; 20: st. Z.; 30: kl. R. 

Da das P.E. selbst am Tage des Beginns des Versuches wirkte: 

Min.: mif. R.; 10: gelést, 
so sieht man, dafi dasselbe durch Verdiinnen mit Wasser eher weniger 
gut wirkte (spiiterer Beginn des Zerfalls) als wenn es mit der gleichen 
Menge kenzentrierter Salzlésung versetzt wurde, und dafs die salzhaltige 
Losung in der Wiirme nicht mehr geschidigt wurde; eher schien das 
Salz einen etwas schiitzenden Einfluf zu haben. 

Bemerkenswert ist endlich der Finflu&§& von Ammonsulfat als 
Extraktionsmittel der Driisen. Das P.E. vom 7. Februar 1902 war 
mit 25 °fo Ammonsulfatlésung gemacht worden. Am 25, Februar wirkte 
dieses Extrakt (1). Eine filtrierte Probe, die 24 Stunden im Wirmeschrank 
gestanden hatte (2): 

1. 5 Min.: sieml. Z.; 10: maf. R.; 15: sehr kl. R.; 20: min. R. 

2. 5 Min.. st. Z.; 10: ger. R.; 15: min. R.; 20: gelést. 

Hier wurde also ein P.E. in der Wiirme etwas gebessert. Das 
dirfte so zu erkliren sein, daf die Salzlésung in der Wirme etwas mehr 
Enzym frei macht. 
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Die Probe (2) kam wieder in den Wiirmeschrank. Am 4. IID. 
wirkte sie: 

5) Min.: 0; 10: maf. Z.; 15: st. Z.; 20: kl. R.; 30: sehr ger. R. 

Die Besserung durch das Salz ist jedenfalls also nur voriiber- 
gehend, spiter macht sich der schidigende EinflufK der Wiirme 
geltend. Bei dem vorigen Versuch war dies am vierten Tage noch nicht 
der Fall, hier aber zeigte er sich deutlich, nachdem die Lisung 7 Tage 
lang warm gestanden hatte. 


Zusammenfassung. 


Der Einflubj der Wiirme und der Salze ist auf tryptische 
Lésungen ein so verschiedener, daly man kaum_ bestimmt 
voraussagen kann, wie diese Faktoren wirken: es scheint sehr 
von der Beschaffenheit der Losung abzuhiingen und wann die- 
selben einwirken, wie die Art dieser Einwirkung ist. Im ganzen 
diirfte sicher sein, dafi verdiinnte, substanzarme L6sungen 
durch Wiirme und Zeit mehr geschwiicht werden als kon- 
zentriertere. Fiir die Wirkung der Wirme steht fest, daf sie 
tryptische Losungen mehr schiadigt gegeniiber niedereren Tem- 
peraturen. Dabei habe ich die Reaktion von wechselndem 
Einflufs gefunden. Einmal wurde eine alkalische Lésung in 
24 Stunden mehr geschwiicht als eine neutrale (P. Eb. vom 
2t. Juni 1901), ein andermal war die Reaktion ohne Einflub 
(Po vom Juni 1901). Bei kiirzerer Dauer der Wiirme- 
einwirkung (6 Stunden) fiel die Wiirmewirkung sogar zugunsten 
der alkalischen Losung aus. 

Von ebenso wechselndem Einfluf ist auch die Reaktion 
fiir die Wirkung der tryptischen Losungen, wie sie an der 
Aufl6sung von Fibrin erkannt wird. 

Der Einfluby der Wiirme ist, wie dies auch Vernon 
angibt, derart, dali kriitig wirkende Losungen mehr geschiidigt 
werden als weniger wirksame. 

Vernon hat daraus auf die Existenz mehrerer Enzyme 
im Pankreas geschlossen: ich kann ihm aber darin nicht unbe- 
dingt beipflichten. Die Moglichkeit mub ja zugegeben werden, 
daly diese Erkliirung richtig ist, aber sie scheint mir nicht die 
einzige und fiir die wichtige Frage nicht entscheidend. .Jeden- 
falls glaube ich, man auch mit der Annahme_ eines 
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Enzyms auskommt, wenn man z. b. fiir einen Teil desselben 
eine gewisse bindung annimmt, die es zerstOrenden Einfliissen 
weniger zuginglich macht. 

Auch fiir den Eintlub der Salze auf tryptische L6sungen 
kommen offenbar Faktoren in Betracht, die sich noch nicht 
ganz tiberschauen lassen, da auch hier sehr grobe Verschieden- 
heiten vorkommen. 

Grobere Konzentrationen von Salzen wirken hemmend 
auf die Losungsgeschwindigkeit ein. Am weitesten kann mit 
dem Kochsalz gegangen werden. Fiir dieses Salz ist der 
Versuch reiner, weil es das Trypsin nicht ausfallt; aber die 
andern Salze wirken doch schon bei Konzentrationen verlang- 
samend, die noch unter ihrem Fiillungsvermégen liegen. 

Durch Salze werden Pankreasextrakte im allgemeinen 
weniger beeinfluBt als Salzniederschlaglésungen. Es scheinen 
in jenen Substanzen vorhanden zu sein, die bis zu einem 
gewissen Grade die Wirkung des Enzyms unterstiitzen und es 
vor der Zerstorung schiitzen. Ob dies in den Pankreasextrakten 
Salze sind oder andere Substanzen, ist bis jetzt nicht zu 
entscheiden: jedenfalls sind jene eine Art der Substanzen, die 
in Salzniederschlagldsungen diesen Einfluf haben. In den 
letzteren sind allerdings Salze schon immer vorhanden, indem 
sie den Niederschlagen anhaften. Die auf diese Weise in die 
Losung gelangenden Salzmengen sind aber offenbar meist nicht 
hinreichend, um das Enzym seine volle Wirksamkeit entfalten 
zu lassen. 

Alle diese Gesichtspunkte sind bei dem Kinflu$ der Salze 
im Auge zu behalten. Kochsalz besserte ein P. EK. (P. k. vom 
2. Juli 1901), das an sich schon an Wirkung eingebiifit hatte, 
bei einem gut wirksamen (P. E. vom 14. Januar 1902) war 
sein Zusatz ohne Einflu{, dagegen wurde eine Priaparatlosung 
(P. E. vom 7, Mai 1902) trotz guter Wirkung noch gebessert. 
Es ist charakteristisch, dali dies eine jener substanzarmen 
Losungen war von einem Priiparat, das durch Kombination 
von Kochsalz und Ammonsulfat erhalten war. 

Dab es wirklich substanzarme und auch salzarme Losungen 
sind, die durch Zusatz von Kochsalz gebessert werden kénnen, 
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zeigte ein Praéparat von P. E. vom 14. Januar 1902 nach der 
Dialvse, bei dem das Kochsalz auch die auffallend rasche 
Schidigung dieser verdiinnten Losung bei Zimmertemperatur 
verhinderte: obwohl in andern Fallen diese unterstiitzende 
Wirkung geringer war (Dialyse des Priiparats aus P. E. vom 
24. Juli 1901) und auch die schiitzende Wirkung nicht immer 
zu ‘Tage trat (getrockneter, bei der Dialyse entstandener 
Niederschlag vom Priparat aus P. E. vom 14. Januar 1902 
und PriiparatlOsung aus P. E. vom 7. Mai 1902). 

Die Losung eines Niederschlags, der durch Magnesium- 
sulfat erhalten war (P.-E. vom 21. Juni 1901), zeigte sich ebenso 
haltbar bei Zimmertemperatur wie das P. E. selbst, in der 
Wiirme wurde sie auch geschiidigt, im Anfang mehr, spiiter 
weniger. Dagegen zeigte sich eine Magnesiumsulfatfiillungs- 
losung aus dem P. E. vom 2. Juli 1901 bei Zimmertemperatur 
etwas weniger haltbar als das P. E. selbst. 

Losungen von Natriumsulfatniederschliigen zeigten sich 
— wenigstens kurze Zeit — haltbar. 

Ammonsulfatlésung verziégerte die Wirkung eines gut 
wirkenden P. E. (P. E. vom 2. Juli 1901), war dagegen spater 
bei dem gleichen Extrakte, nachdem dies an und fiir sich von 
geringerer Wirkung geworden war, ohne EinflubB. Die Schadigung 
war aber selbst bei Zusatz bis zu 20°/o des Salzes (P. E. 
vom 17. April 1902) nur gering. 

Von zwei Proben des P. E. vom 14. Januar 1902, von 
denen die eine mit Wasser, die andere mit gleicher Menge 
konzentrierter Ammonsulfatldsung versetzt war, wirkte die 
letztere eher etwas besser. In der Wiirme wurden beide 
geschiidigt, die salzhaltige Probe jedenfalls nicht mehr als die 
andere. 

Ammonsulfatfiillungsl6sungen kénnen durch Zusatz von 
mehr Ammonsulfat in ihrer Wirkung gebessert werden (P. E. 
vom 7. Miirz 1902) und es ist bemerkenswert, dai dies bei 
verdiinnteren Losungen in verhiltnismiibig hoherem Grade der 
Fall ist (P.E. vom 7. Februar 1902). 

In einem Falle zeigte sich eine Ammonsulfatfillungs- 
losung von auffallend geringer Haltbarkeit schon bei Zimmer- 
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temperatur, noch weniger in der Wiirme; namentlich wurde 
sie anfangs bei guter Wirkung geschiidigt, wiihrend sie spiiter 
stationir blieb (P. E. vom 2. Juli 1901). In andern Fiillen 
trat aber eine solche Schadigung nicht ein (P. E. vom 3. De- 
zember 1901), selbst nicht bei den substanzarmen Loésungen, 
die durch Kombination von Kochsalz und Ammonsulfat erhalten 
3 werden, einerlei ob deren Wirkung nicht so gut war (P. E. vom 
17. April 1902) oder ob sie gut wirkten (P. E. vom 14. Jan. 1902). 

Beim P. E. vom 17. April 1902 wurde gezeigt, dal bet 
der Fibrinverdauung eine in der 
Wiirme mehr geschwiicht wurde als bei Zimmertemperatur. 


Schlu8bemerkungen. 


Die Aufgabe, die das Ziel dieser Arbeit war, aus Pankreas- 
Extrakten ein Trypsinpriiparat herzustellen, das ebenso gut 
wirkte, wie die Extrakte selbst, das méglichst gering an Masse 
war und — wenn dies zu erreichen war — eiweilfrei, das 
endlich, nachdem es getrocknet war, jederzeit zur Bereitung 
von Losungen mit den genannten Eigenschaften zur Verfiigung 
stehen sollte, hat in derselben keine vollkommene Lésung er- 
fahren. Ich konnte zwar diesen Forderungen einzeln gerecht 
werden, ein Priiparat, das sie alle durchaus befriedigt hiitte, 
ist nicht erzielt worden. 

Die Schwierigkeiten, die zu tiberwinden sind, sind haupt- 
sichlich die, dai bei den Aussalzungsmethoden, die sich ihrer 
schonenden Eigenschaften wegen am meisten empfehlen, ent- 
weder zu viel anderes neben dem Wirksamen  ausgefiillt 
wurde, oder aber nicht alles Wirksame, und dah substanz- 
arme Losungen wenig haltbar oder solche Niederschliige schon 
beim Eintrocknen an der Luft geschiidigt werden kénnen. 

Konstatiert konnte werden, dafi es moglich ist, das En- 
zym so vollstiindig in Niederschliigen zu erhalten, dal diese, 
in einer dem verarbeiteten Pankreasextrakt entsprechenden 
Menge Wasser gelést, von gleicher Wirkung waren. Manchmal 
waren diese LOsungen sogar besser wirksam, als das Pankreas- 
extrakt selbst oder, wenn eine solche Lisung von gleicher 
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Wirkung war, konnte noch ziemlich viel Wirksames in der 
Mutterlauge gefunden werden, was sich daraus erkliren diirfte, 
dab in den Extrakten Bedingungen gegeben sind, die dias 
Enzym in seiner vollen Wirksamkeit hemmen. 

Ich habe sehr substanzarme Loésungen erzielt, die noch 
recht gut wirkten, wenn auch nicht das ganze wirksame 
Prinzip des Extraktes in ihnen enthalten war. 

Ks ist endlich gelungen, Priiparate zu erhalten, in denen 
das Eiweif auf ein Minimum reduziert war, die gar keine 
Biuret- und (P. vom 24 Juli 1901 nach der Dialyse 
einer Alkoholfiillung eines mit Magnesiumsulfat halbgesiittigten 
Extraktes) nur eine sehr schwache Xanthoproteinséurereaktion 
vaben. Ich halte es aber noch nicht fiir gerechtfertigt, selbst wenn 
die Eiweibreaktionen ganz fehlen sollten, deshalb dem Enzym 
eiweibartige Natur abzusprechen, da, wenn es tiberhaupt eine 
rein darstellbare Substanz ist, seine Masse so gering sein wird, 
dab sie unterhalb der durch Reaktionen charakterisierbaren 
Girenze liegt, eine Anschauung, die dadurch untersttitzt wird, 
dali wir gesehen haben, dali ein die Biuretreaktion gebender 
Korper unter Umstiinden nicht direkt erkannt wird. Dies 
kann bei dem ‘Trypsin auch an einer Bindung liegen, wie auch 
Kithnes Trypsinpraparat erst nach dem Kochen  Biuret- 
reaktion gab. Auf der andern Seite mobchte ich zu bedenken 
geben, dab, wenn man soleche LOsungen schon von Anfang an, 
als man zur ITsolierung der Enzyme schritt, erhalten hatte, 
man diesen vielleicht tiberhaupt den Eiweificharakter nicht 
vindiziert hitte. 

Ich bin tibrigens doch meiner Aufgabe nahe gekommen, 
indem ich Priiparate erhielt, die allen den gemachten Forderungen 
nahezu entsprachen. Ich verweise hier namentlich auf ein 
Trockenpriiparat aus dem P. E. vom 7. Mai 1902, das durch 
kombinierte Kochsalz- und Ammonsulfatsittigung erhalten war, 
von dem eine 0,25°/oige Lésung (mit dem anhaftenden Salze) 
dem P. KE. entsprach, das nur eine schwache Biuretreaktion 
gab und (1) fast wirkte wie das P. E. (2) selbst! 

1. 2 Min.: deutl. Z., 5: maf. R.. 10: min. R. 
2. 2 Min.: st. Z., 3: mam. 


| 
| 
4 
| 


Beitriige zur Kenntnis der Trvpsinwirkung. O07 


Wenn ich das mit einem kiiuflichen Priiparat vergleiche, 
das aus dem zuverliissigen Laboratorium von Dr. Griibler 
stammt, so fiillt der Vergleich zugunsten meines aus. Jenes wirkte 
niimlich in 1°/oiger Losung: 5 Min.: bg. Z., 30: min. R. 

Das Trypsin ist ein so labiler Korper und wird durch 
so viel nicht immer vorherzusehende Umstiinde geschwiicht, 
dal} man bis jetzt kaum eine bestimmte Methode zu dessen 
Darstellung unbedingt empfehlen kann. sogar, 
wenn man nach dem Muster gelungener Probedarstellungen 
groBbere Mengen von Extrakt verarbeitet, zu weniger giinstigen 
Endresultaten gelangen. 

Da aber gezeigt wurde, dali man das Enzym_ vollstiindig 
ausfiillen kann, und dab Priéparate, die weniger gut wirken, 
wenn Lésungen von groberer Konzentration angewandt werden, 
besser wirken, woraus man wohl schliefen darf, dab der 
Verlust bei der Darstellung ein quantitativer ist, so wird man 
das Hauptgewicht nicht auf vollwirksame Priiparate legen, 
wenn dies auch ein moglichst anzustrebendes Ideal bleibt. 

Am meisten diirften fraktionierte Magnesiumsulfatfillungen 
und Kombination von Kochsalz und Ammonsulfat zu empfehlen 
sein. Wenn man damit, namentlich in der Kiilte, nicht alles 
Enzym erhalt, so kann dann doch noch das meiste bei 40° 
ausgesalzen werden. Man kann versuchen, die Losungen 
dieser Fiéllungen zu dialysieren, wenn sie an und fiir sich 
noch nicht von zweckentsprechender Reinheit sind. Der Zer- 
storbarkeit beim Trocknen ist vielleicht dadurch abzuhelfen, 
dafi man den Niederschliigen mehr Salz oder andere indifferente 
Korper zusetzt. Unter diesen Bedingungen k6nnen auch 
dialysierte Losungen moglicherweise zur Trockne eingedampft 
werden, ohne an Wirksamkeit einzubiiben. Endlich wird sich 
zu weiterer Reinigung die Essigsiiure empfehlen, namentlich 
die Extraktion von Trockenpriiparaten mit einer dem P. E. 
entsprechenden Menge einer solchen, die 1°/o Eisessig ent- 
hilt, um diese Extrakte nach dem Neutralisieren oder Alkalisch- 
machen zu verwenden. (Merkwiirdig schwer ist auf alle 
diese Arten eine Verunreinigung zu entfernen, niimlich die 
Keste einer koagulablen Substanz.) Man darf trotz des 
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schwankenden Charakters des Trypsins hoffen, dab man mit 
Gliick und Geschicklichkeit im Arbeiten auf diese Weise doch 
zu Priiparaten gelangt, die allen Anforderungen entsprechen, 
und wenn ich dies auch noch nicht erreicht habe, glaube ich 
doch den richtigen Weg dazu betreten zu haben. 

Da verdiinnte Enzymlosungen leicht in ihrer Wirksam- 
keit geschiidigt werden, durch Zusatz von Salzen aber davor 
bewahrt werden konnen, wird es noch eine weitere Aufgabe 
sein, festzustellen, welche Salze und in welchen Konzentrationen 
sie diesen Zweck am besten erfiillen.  Beiliiufig will ich hier 
nur bemerken, daf durch das so verschiedene Verhalten tryp- 
tischer Loésungen gegen Mineralsalze auch ein Licht geworfen 
werden kann in den Streit, ob die Galle die pankreatische 
Wirkung unterstiitzt, wenn man annimmt, dab die gallen- 
sauren Alkalien sich jenen Salzen iihnlich verhalten. 

grofem Interesse ist die Frage nach den_biuret- 
gebenden Korpern bei der Pankreasverdauung. Ftir Extrakte 
aus Driisen haben meine Versuche bestitigt, dal sie ganz 
schwinden kann. 

Kutseher?!) ist durch das Verschwinden der Biuret- 
reaktion bei Pankreasverdauungen zu einer anderen Ansicht 
von der tryptischen Wirkung gekommen wie Kihne. 
Letzterer war bekanntlich der Ansicht, dab die eine Hiailtte 
des Eiweifbes nur bis zum Pepton, dem Antipepton, gebrach' 
wiirde, wiihrend die andere Hiilfte, das Hemipepton, weiter 
gespalten wiirde krystallinische Zersetzungsprodukte. 
Kutscher dagegen nimmt an, dal auch diese Hiilfte von 
dem Trypsin in iihnliche krystallisierbare Zersetzungsprodukte 
gespalten werde, und es ist ihm in der Tat gelungen, aus 
hiuretfreien oder nahezu freien Pankreasverdauungen eine viel 
grofere Menge von krystallinischen Produkten zu isolieren als 
Kiihne, soda} man ihm zustimmen muf, dab in seinen Ver- 
dauungsgemischen am Ende nichts Wesentliches war, was 
man als Antipepton hiitte ansehen konnen. Kutscher hat 


1) Die EKndprodukte der Trypsinverdauung, Habilitationsschritt 
von Dr. Fr. Kutscher, Strafiburg, Triibner, 1899. 
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ferner auch bet der Verdauung von Fibrin!) nach der kurzen 
Zeit von 48 Stunden nur eine zweifelhafte Biuretreaktion 
gefunden. 

Ich méechte nun zuniichst dagegen halten, ich bei 
guten Fermentlosungen, deren Wirkung bis zuletzt kontrolliert 
wurde, nach langer Verdauung von Fibrin, anfiinglich bei Zimmer-, 
zuletzt bei Korpertemperatur die biuretreaktion nicht habe ver- 
schwinden sehen. Allerdings verschwand die Farbe beim Kochen. 
Darauf legt Kutscher Wert, wie er 5. 21 seiner Habilitations- 
schrift andeutet, und wie ich von ihm personlich weil. Er 
will die Biuretreaktion nur dann anerkennen, wenn sie auch 
beim Kochen bestehen bleibt. Wie er selbst sagt, kann die 
Fiirbung aber hier durch reduzierende Substanzen verschwinden, 
und solehe sind in den Pankreasverdauungen als Spaltungs- 
produkte der Nucleoproteide sicher vorhanden. Auberdem habe 
ich gezeigt, dab biuretgebende Korper in einer komplizierten 
Losung vorhanden sein konnen, ohne direkt erkannt zu 
werden. Indessen scheint es sich dabei hauptsiichlich um 
hartniickige Reste koagulabler Kérper zu handeln, und ich mul} 
zugeben, dali auch bei meinen Verdauungsgemischen die Reaktion 
doch immerhin recht schwach war und nicht recht passen 
will zu Kiihnes Anschauung, wonach die ganze eine Hiilfte 
des Eiweibes nicht weiter als bis zum Pepton veriindert 
werden soll. 

Aber ich habe noch einen, wie mir scheint, schwerer 
wiegenden Einwand gegen Kutschers Anschauung. Kiihne 
ist bet seinen pankreatischen Verdauungen, die zu reichlichen 
Mengen Antipepton geftihrt haben, meist von Material aus- 
gegangen, das durch die peptische Verdauung schon in Ampho- 
pepton umgewandelt war. Wo er nun von diesem ausgegangen 
ist, hat er am Ende der tryptischen Verdauung die Biuret- 
reaktion niemals schwach gefunden. Wenn er ferner von 
isolierten AntikOrpern ausging, sind seine Beobachtungen iiber 
die Resistenz des Antipeptons so bestimmt, und er konnte, wenn 
ihm auch die iibrigen krystallinischen Zersetzungsprodukte 
hiitten entgehen sollen, sogar die Bildung des so leicht auf- 


1) Ber. der deutsch. chem. Gesellseh. zu Berlin. Bd. 33. 3. 8. 3457. 
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findbaren Leucins und Tyrosins so sicher ausschheben, dah 
ceventeilige Beobachtungen immer zu einer Kritik herausfordern 
miissen. Und ich meine, es set Kutschers Versuchen noch 
eine andere Deutung zu geben. Ich denke dabei an die 
schwere Angreifbarkeit der AntikoOrper. Es wiire denkbar, 
dab sie bei gewOhnlichen Pankreasverdauungen tiberhaupt nicht 
gelOst wurden oder, wenn sie einmal gelOst waren, in das 
auch fiir das Pankreas nur schwer zu bewiiltigende Antialbumid 
iibergegangen wiiren. Bei Verdauungen, bei denen Pankreas- 
driisen angewandt werden, muf ja immer ansehnlicher 
Rest zurickbleiben, der das Bindegewebe und wohl auch einen 
groben Teil der Kerne enthiilt, der in neutraler oder alkalischer 
Losung nicht gelOst wird: und in diesen Resten  steckend, 
konnten leicht die Antikérper tibersehen werden. Ich méchte 
hier ferner auf einen Versuch Kiihnes verweisen,!) wo er 
Fibrin direkt der Pankreasverdauung unterwarf, und dessen 
Resultat er so zusammenfabte: «Wie man sieht, bewiiltigt die 
Trypsinverdauung das Fibrin wohl vollstiindig, indem sie dasselbe 
in ganzer Menge spaltet, es entgeht aber ein Teil der Um- 
wandlung in Pepton, weil die abgespaltene Antialbumose zu 
dem am = schwersten und nur unter besondern Bedingungen 
vom Trypsin vollstiindig zu peptonisierenden Antialbumid wird. 
Kiihne hat das «Driisenpepton» auch von geringer Biuret- 
reaktion gefunden,?) aber es sind im = Eiweil} der Pankreas- 
driisenzellen entweder keine Korper der Antigruppe vorhanden, 
oder es handelt sich auch hier darum, dab sie tberhaupt schwer 
in Losung gehen. Dal ich bei der Protoalbumose die Biuret- 
reaktion habe ganz verschwinden sehen, stimmt mit Picks %) 
Anschauung von der Heminatur dieses KoOrpers tiberein. 

Um die Frage sicher zu entscheiden, muf man also von 
klaren und bei der Verdauung klar bleibenden Lésungen aus- 
gehen, die sicher einen Antikérper in LOsung enthallen, wozu 
sich wohl die Peptone der Pepsinverdauung am besten eignen. 
Wenn man eine Flocke Fibrin in einer tryptischen Verdauungs- 

1) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 29, Heft 2, S. 196. 
2) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 29, N. F.. XI, 8. 324. 
38 Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, S. 219. 
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lisung lost, kann man hiiulig eine nahezu klare Losung erhalten. 
Auch eine solche wiire dafiir zu verwenden, vorausgesetzt, 
dali sie bei der weiteren Verdauung klar bleibt; 16st man aber 
mehr Fibrin auf, oder stopft man gar eine tryptische Losung 
mit demselben, so resultieren nie klare Losungen, und wenn 
ich auch im Laufe dieser Arbeit Ofters gesagt habe, dali in 
den letzteren Fiillen das Fibrin sich bis auf geringe Reste 
lose, so ist dies doch nur ein Urteil des Augenscheines; etwas 
bleibt immer auf dem Filter zurtick, tiber dessen_ tatsiichliche 
Masse man sich erst durch Wigung vergewissern miubite. 
Eine andere Deutung des vollstiindigen Gespaltenwerdens 
des Eiweifes durch Pankreasextrakte in krystallisierte Produkte 
wiire noch die, dafi die Driise — vielleicht nur machmal — 
Erepsin enthielte. Dagegen spriiche wohl das bisweilen doch 
sicher nur sehr langsame Verschwinden der biuretreaktion, 
wihrend das Erepsin, wie Cohnheim!) gezeigt hat, diese 
Wirkung sehr rasch ausiibt. Es wiire aber denkbar, dafi nur 
das isolierte Ferment so rasch wirkte, um so mehr, als man 
in neuerer Zeit nicht nur gegenseitige Unterstiitzung von En- 
zvmen beobachtet hat, sondern diese sich nach den interessanten 
Untersuchungen W einlands ?) auch gegenseitig hemmen konnen. 
Ich habe begonnen, diese Frage zu verfolgen. Nach 
Cohnheim wird das Erepsin allmiihlich gefallt bis zu einer 
60°oigen Sittigang mit Ammonsulfat. Ein Versuch, den ich 
angestallt habe, indem ich ein Pankreasextrakt, das bei Zimmer- 
temperatur bereitet war und tber ein Jahr gestanden hatte, 
auf 50°/o Ammonsulfatsattigung brachte, scheiterte aber daran, 
dab in diesem Falle schon bei diesem Siittigungsgrade, trotz der 
spiiten Verarbeitung des Extraktes, etwas tryptisch Wirkendes 
gefiillt wurde, was aus der Loésung von Fibrin hervorging. 


Ich ergreife sehr gern diese Gelegenheit, um Herrn Prof. 

A. Kossel meinen verbindlichsten Dank zu sagen, dali er es 

mir ermOglicht hat, in dem mir lieb gewordenen Heidelberger 
1) Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 451 u. Bd. XXXV, S. 154. 

2) Zeitschr. f. Biologie N. F. 7, Bd. 26, 8. 1. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. NXXVIUL. 
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physiologischen Institut) auch fernerhin zu arbeiten, dal er 
mich dabei aufs freigebigste mit Material versehen hat und 
dafi er mich mit seinem Rat unterstiitzte. 


Nachtrag. 


Nach Abschluf dieser Arbeit habe ich einige Erfahrungen 
gemacht, die ich schon hier verdffentlichen moéchte, sie 
einige meiner ausgesprochenen Anschauungen modifizieren: 

|. Bet einem sehr gut wirkenden P.E., das mit einer 
miibigen Menge Fibrin mehrere Tage bei 40° C. gestanden 
hatte, war so vollkommene Losung eingetreten, dab eine 
geringe Triibung unmoglich auf das Ungeléstbleiben oder 
Wiederausfallen des Antikérpers bezogen werden konnte. Diese 
Losung gab am Ende des Versuchs gar keine Biuretreaktion. 
Ich stehe nicht an, dies, zuniichst wenigstens fiir sehr wirksame 
Extrakte, fiir eine Untersttitzung der Anschauung Kutschers 
zu erkliren, 

2. Aus einem PLE. wurde ein gut wirkendes Trocken- 
priiparat durch WKombination von Magnesium- und Natrium- 
sulfatfiillung hergestellt. LOsung desselben ent- 
sprach dem P. Bei einer Veraschung dieses Priiparates 
stellte sich heraus, dab darin tiberhaupt nur 6° 0 Organisches 
enthalten war, sodab also eine dem P.E. entsprechende Losung 
desselben nur 0,024 0 organische Substanz enthielt. 


| 
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Berichtiguneg. 


In meiner Arbeit: «Beitriige zur Kenntnis der 
Trypsinwirkung» ist S. 512, Nachtrag, Nr. 2) zu 
streichen. 


K. Mays. 
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Beitrage zur Frage der Entstehung des Indicans im Tierkorper. 
Von 
Harry Scholz.*) 


(Aus dem Universitiits-Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Konigsberg i. Pr. Direktor: Geh. Rat Prof. Dr. Jaffe. 


(Der Redaktion zugegangen am 2%. April 1903.) 


Es ist eine experimentell sicher begriindete, durch die 
klinische Beobachtung bestitigte Tatsache, dab dureh die Ti- 
tigkeit bestimmter Bakterien innerhalb des Darmkanals und 
auberhalb desselben (z. b. im Empyemeiter) Indol entsteht, 
und dal das resorbierte Indol im Harn als Indican, d. h. als 
indoxylschwefelsaures Salz ausgeschieden wird. Uber diesen Ent- 
stehungsmodus des Indicans besteht heutzutage keine Meinungs- 
verschiedenheit: mehr. 

Ks ist aber ebensowohl fiir die pathognomonische Wich- 
ligkeit des Indicans von entscheidender Bedeutung als von all- 
gemein biochemischem Interesse, ob neben dem durch bakte- 
rielle Zersetzung entstandenen Indol noch andre Quellen des 
Indicans im tierischen Organismus vorhanden sind. Diese 
Frage, die bereits von Jaffé2) in seiner grundlegenden Arbeit 
aufgeworfen wurde, wird von verschiedenen Autoren verschieden 
beantwortet und wird gerade gegenwirtig in der Literatur 
lebhaft diskutiert. 

Das Fortbestehen der Indicanausscheidung bei hungernden 

1) Die obige Arbeit bildet einen Teil der Inaugural-Dissertation 
des Verfassers, welche am 14. Mirz 1903 der medizinischen Fakultit 
vorgelegt wurde. 

2) Jaffé, Uber den Nachweis und die quantitative Bestimmung 
des Indicans im Harn, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 3, 1870. 
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Tieren veranlabte Jaffé?; und Salkowski,?) die Moglichkeit 
in Betracht zu ziehen, ob nicht vielleicht der Organismus beim 
Zerfall von Korpereiweil) Indol bilde.  Hierfiir: schienen auch 
die Versuche von F. Hoppe-Seyler®) zu sprechen, der Indol 
aus Fibrin entstehen sah, welches unter Ather von allen 
Einwirkungen abgeschlossen war, wobei also auch 
ein Zutritt von Fiiulniserregern  anscheinend nicht in Frage 
kam. Von Kuehne?) ist aber nachgewiesen, dab die Versuchs- 
anordnung Hoppe-Seylers. tatsichlich die Mitwirkung von 
Bakterien nicht ausschloh. Daher léft sich dieser Versuch 
zur Begriindung einschliigiger Fragen nicht verwenden. Von 
weiteren Beobachtungen fiber die Indicanurie im Hunger seien 
hier erwithnt die von Miiller,®) der sowohl beim Hunde wie 
bei der Katze eine ziemlich betriichtliche Indicanausscheidung 
feststellen konnte.  <Allerdings erreichte diese niemals die 
Grobe wie bei Fleischnahrung. Krauf®) konstatierte bei 2 
hungernden Hunden nur in einem Falle das Weiterbestehen 
der Indicanurie, beim andern Hunde waren die Indicanmengen 
dauernd sehr gering, ja zeitweise nur in Spuren vorhanden. 

Ist also schon in diesen Tierversuchen ein positiver Be- 
weis schwer zu finden, so gelingt dies noch weniger bei der 
Betrachtung der Befunde an hungernden Menschen.  Zwar 
fand Luciani’) bei dem 30 Tage lang abstinierenden Hunger- 
kiinstler Sucei sowohl Indol wie Phenol, doch kann man letz- 


1) Jaffe, Uber die Ausscheidung des Indicans in phys. und pathol. 
Verhiiltnissen, Zentralbl, f. d. med. Wiss., 1872, Nr. 31. 

2) Salkowski, Phenolbildende Substanz im Menschenharn, Zen- 
tralbl. f. d. med. Wiss., 1876, Nr. 46. 

3) F. Hoppe-Seyler, Uber die Prozesse der Gihrungen und ihre 
Beziehung zum Leben der Organismen, Arch. f. d. ges. Phys., 12, 1876. 

4) Kuehne, Uber Indol aus Eiweif, Ber. d. dtsch. chem. Ges., 
Bd. 1875. 

*, Miiller, Uber Indicanausscheidung durch den Harn bei Inani- 
tion, Mittlg. aus der Wiirzburg. Klin., 2, 1886, Ref. Maly, 1886. 

6) Krauf, Uber die Ausnutzung der Eiweifistoffe in der Nahrung 
in ihrer Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Nahrungsmittel, 
Diese Zeitschr., Bd. XVII, 

7) Luciani, Das Hungern, Hamburg u. Leipzig, 1890; cit. nach 
Wang, Om Indicanuri. 
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teren nicht fiir ein einwandfreies Versuchsobjekt erkliiren. 
Tuczek,') der einen 22 Tage lang hungernden Geisteskranken 
untersuchte, fand im Gegensatz zu Luciani keine Vermehrung 
der aromatischen Produkte. Erst 5 Tage, nachdem sein Pa- 
tient wieder mit der Nahrungsaufnahme begonnen hatte, gelang 
ihm der Nachweis von Indican. Ahnliche Ergebnisse erhielt 
Miller?) bei seinen Untersuchungen an den Hungerkiinstlern 
Cetti und Breithaupt: beide schieden wiihrend der Hunger- 
periode sehr wenig oder gar kein Indican aus; dieses trat 
vielmehr auch in diesen Fiillen erst nach crneuter Nahrungs- 
aufnahme wieder im Urin auf. Diese Beobachtungen schlossen 
also mit grober Wahrscheinlichkeit die Abhingigkeit der Indol- 
bildung vom Eiweifzerfall im Hunger aus. Vielmehr erhiirtete 
Miiller®) die Entstehung des Indols im Darmkanal auch beim 
Hungerzustand dadurch, dab er im Hungerkot Indol nachwies. 
Durch diesen Befund war bewiesen, dab die Darmsekrete auch 
im Hunger der Fiiulnis unterliegen. Auf diese Ursache der 
Entstehung des Indicans hatte bereits Neneki*) hingewiesen: 
er sagt wortlich: «dab Salkowski auch bei hungernden 
Hunden minimale Mengen von Indigo im Harn gefunden hat, 
erklare ich mir dadurch, dab die ciweibhaltigen Sekrete der 
Verdauungsdriisen auch im Hungerzustande in den Darm er- 
gossen werden und dort der Féulnis unterliegen, die wahr- 
scheinlich um so intensiver ist, als die Lebenstiitigkeit hungernder 
Tiere herabgesetzt wird. » 

In jiingster Zeit ist die Ansicht wieder angefochten 
worden und zwar vonseiten F. Blumenthals.®) Er be- 

1) Tuezek, Mittlg. von Stoffwechseluntersuchungen bei absti- 
nierenden Geisteskranken, Arch. f. Psychiatrie u. Nervenkrankheiten, 
Bd. 15, 1884. 

Miller, Untersuchungen an zwei hungernden Menschen, Arch. 
f. pathol. Anat., Suppl-Hefi, 1893. 

3) Miller, loc. cit., S. 2. 

4) Nencki, Vorteilhafte Darstellung des Skatols, Zentralbl. f. d. 
med. Wiss., 1878. 

5) F. Blumenthal, Uber die Ausscheidung von Indoxyl als Zeichen 
einer Stoffwechselstérung, Festschrift z. 70. Geb. E. v. Leydens, Berlin, 1202. 

Auf die nach Abschlufi dieser Arbeit erschienene Veréffentlichung 
von. Blumenthal und Rosenfeld (Charité-Ann, XXVIL) wird) Dr. 
Ellinger demnichst auf Grund neuer Versuche besonders eingehen. 
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obachtete auch Indicanbildung bei hungernden Kaninchen, er- 
kliirte diese aber wiederum als Folge der Zelltiitigkeit des 
alterierten Organismus. Gegen die Entstehung durch Fiiulnis 
der infolge Mangels an Nahrung abgestofenen Epithelien spricht 
nach seiner Meinung die Tatsache, dali der Magendarmtractus 
bei hungernden Kaninchen noch 25 Stunden nach Beginn des 
Hungerns voll mit Nahrung wiire, die Moéglichkeit des Epithel- 
abfalls also gar nicht gegeben wiire. Es ist indes nicht ein- 
zusehen, woraus bei den soeben geschilderten Umstiinden 
Blumenthal seine Behauptung ableitet, dali «das Indoxvl 
kaum durch Darmfiiulnis gebildet werde». Die nach 25stiindigem 
Hungern nachweisbare Menge von Nahrungsresten ist doch 
gerade das geeignetste Material fiir die zur Indolbildung not- 
wendige Eiweibzersetzung. 

Im tibrigen eine Entstehung von Indol dureh Ze"!- 
zerfall im Hunger nur dann bewiesen, wenn die Ausscheiduag 
des Indicans beim Hunger gefunden wiirde als bei 
Nahrungszufuhr, wobei die Behinderung der Eiweibfiiulnis 
durch Kohlehydratnahrung in betracht zu ziehen wiire, oder 
wenn sich eine’ konstante Beziehung zwischen Indicanaus- 
scheidung und Zerfall von Korpereiweifi nachweisen liebe, 
Was bisher nicht der Fall war. 

Die endgiiltige Entscheidung tiber diese Frage folgt unten 
bei der Besprechung der neueren experimentellen Unter- 
suchungen im Anschlub an die Mitteilung eigner Experimente. 

Fiir die Indolbildung durch nicht bakterielle Eiweibzer- 
setzung im Organismus sind weiterhin klinische Beobachtungen 
verwertet worden. Senator?) sah viel hiufiger Indicanver- 
mehrung bet chronischen Krankheiten als bei akuten, vorzugs- 
weise bei sogenannten Konsumptions- und Inanitionskrank- 
heiten, und zwar war die Indicanreaktion um so stiirker, je 
bedeutender die begleitende Aniimie war. Dies Verhalten 
erkliirte er wohl, ohne es ausdriicklich auszusprechen, durch 
den bet Kaechexie, Inanition und fieberhaften Zustiinden auf- 
tretenden Zerfall von K6rpereiweif. Namentlich wird hierfiir 

1) Senator, Uber Indican- und Kalkausscheidung in Krankheiten, 
Zentralbl. f. d. med. Wiss., 1877. 
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die in vielen Fiillen von Magenearcinom von ihm beobachtete 
auferordentlich starke Indicanausscheidung herangezogen;, be- 
gleitende Umstiinde, wie eventuelle Beteiligung der Nachbar- 
organe und das Verhalten der Stuhlentleerungen, waren nach 
Senators Angaben dabei ohne Bedeutung. 

Seine Beobachtungen fiir diesen Punkt wurden = dureh 
Brieger') und Hennige?) bestiitigt, wihrend Hiberlin’) 
nicht zu dem Resultate kam. 

Die von Senator bei Pleuritis und Pneumonie gefun- 
dene Verstirkung der Indicanreaktion kann man nach dem 
oben Gesagten dann wohl in seinem Sinne auf Rechnung der 
febrilen Konsumption setzen, durch welche diese Erkrankungen 
ausgezeichnet sind. Indessen hatte schon Jaff@ einen Zu- 
sammenhang der Indolbildung mit fieberhaften Zustinden aufs 


‘Destimmteste in Abrede gestellt. 


Von weiteren Affektionen, die mit Erhdhung des kiweil- 
zerfalles einhergehen und von Senator beriicksichtigt wurden, 
ist die progressive Phthise zu nennen. Auch hier konnte 
Senator stets eine betriichtliche Indicanausscheidung fest- 
stellen, besonders wenn das Leiden mit starken Diarrhden 
und amyloider Entartung verbunden war. Arth. Blumenthal?) 
schreibt der Indicanurie einen grofen prognostischen Wert 
fiir Tuberkulose zu; Hand in Hand mit der Verschlechterung 
des Befindens soll der Anstieg der Indicanmengen gehen. Be- 
sonders eingehendes Studium fand die Untersuchung der Indi- 
canurie bei der Tuberkulose im Kindesalter, nachdem Hoch- 
singer®) eine starke Indicanreaktion bei tuberkul6sen Kindern 
erhalten hatte. Die Intensitét der Reaktion sollte dabei un- 


1) Brieger, Uber Phenolausscheidung bei Krankheiten und Tyro- 
singebrauch, Diese Zeitschr., Bd. Il. 1878—79. 

2) Hennige, Die Indicanausscheidung in Krankheiten, dtseh. Arch. 
f. klin. Med.. Bd. 23, 1879. 

3) Hiiberlin. Uber neue diagnost. Hilfsmittel bei Magenkrebs, 
dtsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 45, 1889. 

4) Arth. Blumenthal, Produkte der Darmfiulnis bei Tuberkulose, 
Berl. klin. Wochenschr., 1893, Nr. 38, Ref. Maly, 189%. 

5) Hochsinger, Uber Indicanurie im Siiuglingsalter, Verhandlg. 
d. 8. Versamml., der Ges. f. Kinderhlkd., Ref. Maly, 1890. 
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abhiingig von Darmsymptomen sein. Kahane?!) schlof sich 
Hochsingers Ansicht an: die meisten tibrigen Autoren?) aber 
konnten die Mitteilungen Hochsingers nicht bestitigen. 
Cattaneo) hielt die Indicanurie bei Kindertuberkulose nur 
dann ftir diagnostisch verwertbar, wenn jeglicher Einflub sei- 
tens des Darmkanals oder putrider Prozesse auszuschlieben 
war. Concetti,!) der eine grofe Anzahl von Urinen an 
Indican untersuchte, sprach der Indicanurie jegliche diagnostische 
Bedeutung fiir die Kindertuberkulose ab. 

Ahnliche grobe Abweichungen zwischen den Autoren wie 
bei der Beurteilung des Zusammenhangs zwischen Indicanurie 
und Tuberkulose finden sich auch bei den Angaben iiber 
Indicanausscheidung im Diabetes mellitus; bei dieser Krankheit 
konnte ebenfalls der erhohte Eiweibzerfall wie in den vorher 
behandelten Affektionen eine Steigerung der Indicanmengen 
erwarten lassen. Heller®) hatte in Gegensatz zu Schunk ®) 
allerdings keinen derartigen Einflub des Diabetes konstatieren 
konnen; wohl aber sah Otto“) eine betriéehtliche Ausscheidung 
von Indiean bei einem Diabetiker. Der Wert dieser Mit- 
teilung ist aber sehr gering zu schiitzen, da der Patient 
gleichzeitig an Diarrhoe litt, auf die wohl in erster Linte zur 


1) Kahane, Uber das Verhalten des Indicans bei der Tuberkulose 
im Kindesalter, cit. nach Wang. Om Indicanurt. 
2) Steffen, Jahrbuch. f. Kinderheilkde, Bd. 394, 1891. 
Gehling. dasselbe, Bd. 38, 1895. 
Modlikowski. dasselbe, Bd. 36, 1895. 
Fahim, dasselbe, Bd. 37, 1894. 
Zwiebel, Dissertation Bern, 1895, Ref. Maly. 1900, 
3) Cattaneo, Beitrag zum Studitum der Indicanurie bei Kinder- 
krankheiten, Ref. Maly, 1898. 
4) Concetti, Ricerche sulla Indicanuria, cit. nach Wang, Om In- 
dicanurt. 
5) Heller. Die organ. Normalbestandteile des Harns, Arch. f. 
phys. und pathol. Chem. u. Mikrosk., Bd. 96, 1852. 
6) Schunk, cit. nach Wang, Om Indicanuri. 
7) Otto. Das Vorkommen grofer Mengen von Indoxyl- u. Skatoxyl- 
schwefelsiure im Harn bei Diabetes mellitus. Arch. f. d. ges. Phys.. 
Bd. 33, [SS 4. 
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Erkliirung der starken Indicanreaktion Bezug genommen 
werden mub. 

Neuere Angaben werden im Zusammenhang mit den 
experimentellen Beitragen zur Lehre von der nicht bakteriellen 
Indolbildung zu besprechen sein. 

Als einschligige klinische Beobachtungen seien hier noch 
einzelne Befunde mitgeteilt, die in Fiéillen von Glyecosurie bei 
gestorter Leberfunktion von Gilbert und Castaigne!) erhoben 
wurden. Diese Autoren konstatierten als begleitendes Symp- 
tom neben der (alimentiiren) Glycosurie stets Indicanurie, 
welch letztere die Zuckerausscheidung iiberdauerte, sodals die 
Autoren fiir dieselbe die Stérunge der Leberfunktionen ver- 
antwortlich machten. Diese Auffassung wird auch in einer 
Publikation von Gilbert und Weil?) vertreten, welche be- 
obachteten, dai die Indicanurie aufhorte, wenn dem Patienten 
Leberextrakt gegeben wurde. Ein derartiges Verhalten wiirde 
allerdings sehr fiir die im letzten Abschnitt behandelte Auf- 
fassung sprechen, wenn alle anderen in Frage kommenden 
Momente (Darm, Nahrung, medikamentose Einfliisse) mit ab- 
soluter Sicherheit auszuschlieben wiiren. 

Ebenfalls hierher gehorig sind die Erfahrungen, die 
{osenstirn®) und nach ihm Senator) in Fiulen von Morbus 
Addisonii machten. Beide fanden bei diesem Leiden eine er- 
hohte Indicanausscheidung; indessen sind auch diesen Befunden 
solche anderer Autoren mit gegenteiligem Resultat gegentiber 
zu_ stellen. 

Betrachtet man nunmehr zusammenfassend die vorstehend 
mitgeteilten pathologischen Befunde, so ist es sehr schwer, 
dieselben fiir die Frage nach Art und Ort der Indolbildung 
zu verwerten. Erstens ist fiir kaum eine Krankheit oder 
Gruppe von Krankheiten von den verschiedenen Autoren ein 
1) Gilbert u. Castaigne, Inhibitorischer Stillstand der Leber- 
funktion bei Leberkotik, Ref. Maly, 1899. 

2; Gilbert u. Weil, Indicanurie als isoliertes Symptom bet 
Leberinsufficienz, Ref. Maly, 1899. 

3) Rosenstirn, Die Harnbestandteile bei Morbus Addisonii, Arch. 
f. pathol. Anat., Bd. 56, 1872. 

4) Senator, loc. cit., S. 444. 
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einheitliches Ergebnis erhalten. Ferner fehlen fast iiberall ge- 
nauere Angaben iiber die Stuhlverhiltnisse der Patienten und 
liber die Art der Erniihrung. Dieser letzte Punkt ist von 
ganz besonderer Bedeutung fiir die Bewertung der Diabetes- 
fille, bet welchen die Verordnung vorwiegender Fleischdiiit 
selbstverstiindlich zur Erhohung der Indicanausscheidung fiihren 
muh. Weiterhin wird die Beurteilung einzelner Fille von Infek- 
tionskrankheiten dadurch erschwert, dali die theoretische Vor- 
frage noch nicht erledigt ist, ob der Erreger der betrefienden 
Krankheit imstande ist, im menschlichen Organismus Indol zu 
bilden.  Systematische Untersuchungen tber diese Frage 
fehlen leider noch in der Literatur. 

Z7uletzt ist ein nicht unwesentlicher Faktor fiir die Sicher- 
heit des Urteils die Art der Bestimmung des Indicans. Die 


meisten der vorstehend citierten Autoren haben sich mit’ 


qualitativer Schitzung begniigt. Diese kann aber zu erheb- 
lichen Tituschungen Anlab geben. Nur wenige klinische 
Untersuchungen sind durch quantitative Analysen gestiitzt, die 
aber gerade zur Entscheidung einschliigiger Fragen unserer 
Meinung nach unabweisbar in grésseren Reihen notwendig sind. 

Die von Wang!) an Patienten aller Art ausgefiihrten quantita- 
tiven Bestimmungen sind im Zusammenhang mit eigenen klinischen 
[ntersuchungen in meiner Dissertation zusammengestellt. 

Da also weder die Beobachtungen an Hungertieren noch 
die klinischen Erfahrungen bei  «Konsumptionskrankheiten » 
einen ausreichenden Anhalt fiir die Indolbildung ohne Bakterien 
liefern, so bleiben als Stiitze ftir diese Lehre nur noch einige 
experimentelle Untersuchungen kritisch zu wiirdigen. 

Die Reihe dieser Untersuchungen aus den letzten Jahren, 
welche zu eigenen Versuchen den Anstob gegeben haben, be- 
ginnt mit einer Publikation von Harnack und Fri. v. d. Leyen, ”) 
die im Anschlufi an einen beobachteten Fall von Oxalsiiure- 
vergiftung mit starker Indicanurie ver6ffentlicht wurde. Es 
sei gleich hier bemerkt, dafi der erwiihnte Vergiftungsfall beim 

1) Wang, Om Indicanuri, Christiania, 1900. 

2) Harnack u. vy. d. Leyen, Uber Indicanurie infolge von Oxal- 
siurewirkung, Diese Zeitschr. Bd. XXIX, 1900. 
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Menschen fiir die Beurteilung der Indicanfrage schwerlich in 
Betracht kommt, weil die Untersuchung des Urins erst drei 
Wochen nach der Vergiftung geschah, sodann weil nach der 
Vergiftung neben dem Erbrechen starke Durchfiille auftraten, 
und zur Zeit der Harnuntersuchung noch Darmstorungen vor- 
handen waren. 

Um die Frage genauer zu untersuchen, fiihrten die Ver- 
fasser eine Reihe von Tierversuchen aus und schlossen daraus, 
dafi schon kleine ungiftige Dosen Oxalsiiure, in Form ihres 
Natriumsalzes subkutan dargereicht, Indicanurie hervorrufen, 
welche nicht von einer Darmstorung abgeleitet werden kann, 
sondern ihrer Annahme nach aus einer durch die Oxalsiure 
bewirkiten Anderung des Stoffumsatzes hervorgeht. Dab Oxal- 
siiure auf den Stoffwechsel st6rend einwirkt, werde ja auch 
dadurch bewiesen, dai nach vergiftenden Dosen die Blut- 
alkalescenz herabgesetzt werde (H. Meyer), dab einzelne Autoren 
danach Glycosurie auftreten sahen, dali bei chronischer Vergiftung 
nach Caspary die Knochen nach Art der Rhachitis erkranken. 

Wenn man die Tierversuche von Harnack — und 
Fri. vy. d. Leven niiher ins Auge fabt, so erscheinen dieselben 
wenlg beweisend. Bei Kaninchen konnte tiberhaupt nur ein 
einziges Mal eine stirkere Indicanreaktion hervorgerufen 
werden. Handelt es sich in der Tat um eine Stoffwechsel- 
iinderung, so ist nicht abzusehen, warum dieselbe nicht bei 
Kanincben ebensogut wie bei Hunden zur Indolbildung fiihren soll. 

Von andern Autoren (Blumenthal u. a.) ist gerade das 
Kaninchen zur Entscheidung dieser Frage benutzt worden. 
Die Hundeversuche sind nur spiirlich an Zahl, und wenn man 
von den Versuchen absieht, in welchen die Oxalsiiure als 
solche per os dargereicht wurde infolgedessen eine 
alteration der Darmschleimhaut nicht auszuschliefen, vielmehr 
schr wahrscheinlich vorhanden war, so bleiben eigentlich nur 
zwel allenfalls verwertbare Versuche iibrig. In dem = einen 
Fall war nach 0,06 g Natriumoxalat am = zweiten Tage, in 
‘em andern nach 0,1 g Oxalat vom zweiten bis vierten Tage 
eine starke Indicanreaktion notiert. Der eine Hund (Versuch 5) 

‘tte 8 Tage vorher eine ziemlich konzentrierte Losung von 
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HSO, (1:15), der andere (Versuch 8) eine etwas verdiinntere 
(1:40) allerdings schon 4 Wochen vorher per os erhalten. 
Im Versuch 4 hatte der Hund 0,4 @ freie Oxalsiiure subkutan 
erhalten. Die Injektionsstelle fand sich beim Tode des Tieres 
nekrotisiert, und es konnte sehr wohl das nekrotisierte Ge- 
webe die Quelle der Indolbildung in diesem Fall gewesen sein. 

Kinen iihnlichen Standpunkt wie Harnack nimmt beziig- 
lich der Oxalsiiurewirkung Hildebrandt?) ein, der sich mit 
Untersuchungen fiber die toxische Wirkung der Oxalsiiure be- 
schiiftigte. Er erwithnt ganz beiliufig, ohne néhere Angabe 
der Versuehe, dab er nach Oxalsiiureinjektion bei Kaninchen 
Indicanurie eintreten gesechen hat. Die toxischen Wirkungen 
der Oxalsiiure waren ceteris paribus: stiirker, wenn das Ver- 
suchstier (Kaninchen) mit Hafer gefiittert wurde. Hildebrandt 
fiilirt sovar die Ursache dieses Verhaltens auf den von ihm 
nachgewiesenen Oxalsituregehalt des Hafers zuritick. 

Von den Harnackschen Untersuchungen ausgehend, be- 
handelte Lewin?) auf Veranlassung Blumenthals die Frage 
der Phenol- und Indicanausscheidung bei ktinstlich herbeige- 
fiiirtem Eiweibzerfall durch Phloridzinvereiftung. Die Lehre von 
der Indigoentstehung auf Kosten von zerfallendem Korpereiwei!) 
findet nach Lewin eine weitere Stiitze in dem Nachweise der 
vermehrten Ausscheidung gepaarter Glycuronsiiuren, welche 
namentlich P. Maver %) bei Diabetes und gewissen Intoxikationen, 
die mit Sauerstoffmangel verbunden sind, beobachtet hatte. 

P. Maver nimmt an, dali die Glycuronsiiure in vielen 
Killen, so auch im Diabetes, als Produkt unvollkommener 
Oxydation des im Korper gebildeten Traubenzuckers aufzufassen 
sei. Die Bildung der Glycuronsiiure ist nach Mayer das primire, 
die Paarung mit aromatischen Produkten das sekundiire. 


1) Hildebrandt, Uber eine experimentelle Stoffwechselabnormitii. 
Diese Zeitsehr., Bd. XXXV, 1902. 

*) Lewin, Uber die Bildung von Phenol u. Indoxyl im_ inter- 
mediiren Stoffwechsel und deren Beziehung zur Glycuronsiureausscheiduny, 
Hofmeisters Beitr. zur chem. Phys. u. Path., Bd. I, 1902. 

*) P, Mayer, Uber die Ausscheidung u. den Nachweis der Glycuron- 
siiure im Harn, Deutsch. med. Wochenschr., 1901. 
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Im Gegensatz dazu halten Blumenthal und Lewin!) 
die Vermehrung der aromatischen Substanzen infolge des er- 
hohten Eiweibzerfalls, speziell beim Diabetes, fiir primiir. Diese 
Stoffe verbinden sich dann mit der Glycuronsiiure, welche auf 
diese Weise vor weiterer Verbrennung geschiitzt wird. Die 
aromatischen Paarlinge sind Phenol, Indoxyl, Skatoxyl. Bau- 
mann?) hatte bereits eine zweite indigobildende Substanz 
neben der Indoxylschwefelsiiure im Harn aufgefunden, welche 
von Kiilz3) aca. als Indoxylglycuronsiiure erkannt worden war. 

Zur Entscheidung der Frage nach der Entstehung dieser 
aromatischen Produkte hielt Lewin die Stolfweehselstérung 
fiir besonders geeignet, welche nach Darreichung von Phloridzin 
auftritt. Durch dieses Glukosid wird bekanntlich Glycosurie 
und vermehrter Eiweibzerfall hervorgerufen, so daf sich ein 
in dieser Beziehung dem schweren Diabetes jihnlicher Zustand 
schaffen laBt. Es fragt sich indes, ob nicht fiir die Beurteilung 
der Glycuronsiiureausscheidung die Anwendung des Phloridzins 
als ein Mibgriff zu betrachten ist. Denn durch die Arbeiten 
Cremers*) wissen wir, dali Phloridzin jedenfalls in Form einer 
linksdrehenden Substanz im Harn ausgeschieden wird, und die 
Moglichkeit, dafi Glycuronsiiure mit einem Zerfallprodukt des 
Phloridzins verbunden wird, ist keineswegs mit Sicherheit aus- 
zuschlieben. 

Lewin benutzte als Versuchstiere je 2 oder 3 Kaninchen, 
die sich in einem gemeinsamen Kiifig befanden und deren Harn 
gemeinsam verarbeitet wurde. Die Untersuchung auf Indican 
geschah nur qualitativ; Phenol wurde nach der (spiiter auch 
bei eigenen Versuchen benutzten) Methode von Kosler und 
Penny bestimmt: fiir die Phloridzintage wurde wegen der 
gleichzeitigen Zuckerausscheidung die Modifikation von Neuberg 

1) Lewin, loc. cit. S. 522. 

2) Baumann, Zur Kenntnis der aromatischen Substanzen des 
Tierkérpers. Diese Zeitschr., Bd. I, 1877—78. 

3) Kiilz, Zur Kenntnis der synthet. Vorginge im tier. Organismus. 
Arch. f. d. ges. Phys. 30, 1883. 

4, Cremer, Chemische und physiol. Studien tiber das Phloridzin 
und verwandte Koérper. Zeitschr. f. Biolog. 36, 1898; 37, 1899. 
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angewandt. Lewin erhielt nun infolge der Phloridzininjektion 
sowohl Indican- wie Phenolvermehrung, letztere sogar bis 
zu 200%. In den phloridzinfreien Tagen war fast nie Indican 
nachzuweisen, wiithrend das Phenol normale Werte zeigte. 

Die Versuche an Menschen ergaben fiir Phenol dasselbe 
Verhalten, also eine erhebliche Vermehrung durch subkutane 
lnjektion von Phloridzin, dagegen ist eine Wirkung hinsichtlich 
der Indicanurie niemals beobachtet worden. 

Blumenthal!) kam = spater gemeinsam mit Rosenfeld 
noch einmal auf diese Versuche zuriick. Er meint, beziiglich 
der Oxalsiiturewirkung konne immerhin eingewendet werden, 
dali durch die Siiure vielleicht blutungen im Darm entsténden, 
die dann in erster Linie zur Erkliirung der Indicanurie heran- 
gzuzichen wiren. Er suchte die Beziehungen des Indicans zu 
vermehrtem Eiweibzerfall in anderer Weise darzutun. Im Hunger 
sel von den meisten Autoren beim Kaninchen vermehrte Indican- 
ausscheidung beobachtet werden. bel gesunden, ausreichend 
ernihrten Kaninchen sich nach Harnack?) u. a. Indoxyl 
nicht oder nur in Spuren nachweisen. Bei iiberernaéhrten Tieren 
trat, wie Blumenthal mitteilt, das Indican erst 20—40 Stunden 
nach dem Beginn des Hungers ein: waren die Tiere vorher 
im Stickstolfgleichgewicht, so bedurfte es dazu einer 
Hungerzeit von 6 bis héchstens 22 Stunden. Entsprechend war 
das Verhalten bei Unterernithrung der Kaninchen, die schon nach 
2% Stunden zur Indicanurie fiihrt. Dieselbe hielt so lange an, 
als die Nahrung fiir das jeweilige Korpergewicht unzureichend 
war. Sie verschwand, wenn das Korpergewicht soweit gesunken 
war, dab die zugetiihrte Nahrung nunmehr ausreichte und einen 
weitern Gewichtsverlust nicht mehr veranlabte. 

Sehr deutlich lie sich dies Verhalten bei Tieren erkennen, 
welehe sich im Stickstoffgleichgewicht befanden: eine ganz 
veringe Nahrungsentzichung geniigte dann schon, um die Aus- 
scheidung des Indoxvls hervorzurufen. Diese Tatsachen lassen 


1) Blumenthal (u. Rosenfeld), Uber Indoxylurie, Arch. f. Physio! 
1902, 3—4. 


2) Harnack, loc. cit. 
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sich nach Blumenthal nur durch die Annahme erkliiren, dab 
Indol aus dem zerfallenden Korpereiweifi entsteht, oder dab 
das Indol im Darm in normalen Mengen gebildet, aber infolge 
der verminderten Nahrungsaufnahme reichlicher resorbiert wird, 

Um diese letzte Méglichkeit auszuschlieben, schien Blumen- 
thal der richtigste Weg zu sein, mit einem chemischen Korper 
kiinstlich den Eiweibzerfall zu steigern, ohne die Nahrung zu 
beschriinken. Er benutzte dazu ebenfalls, wie vorher Lewin, 
Phioridzin und hatte stets den von thm erwarteten” Erfolg. 
Die Indicanurie wurde betriichtlich stiirker bei gleichzeitiger 
Erhohung der Stickstoffausscheidung. Sobald mit der Injektion 
des Phloridzins ausgesetzt wurde, stellten sich alsbald die 
normalen Verhiéltnisse und Stickstoffgleichgewicht wieder her. 

Da in vorstehend skizzierten Untersuchungen die Frage 
nach der Entstehung des Indicans von neuen Gesichtspunkten 
aus bearbeitet worden war, so schien eine Nachpriiftung der 
experimentellen Resultate um so mehr geboten, als dieselben 
durchweg nur auf subjektiver Schiitzung des Indicangehalts an 
der Hand der qualitativen Probe beruhten. Es war mir aber 
im Laufe meiner Untersuchungen deutlich zum Bewubtsein 
sekommen, welche Tiituschungen die qualitative Schitzung ver- 
anlassen kann und wie unerliéblich zur Entscheidung prinzipieller 
Fragen quantitative Bestimmungen sind, deren Notwendigkeit 
bereits Jaffé nachdriicklich betont hat. 


Eigene Experimente. 


Bei meinen Untersuchungen bediente ich mich der 
Wangschen!) Bestimmungsmethode mit den von Dr. Ellinger *) 
angegebenen Modifikationen. 


1) Wang, Om Indicanuri. 
2) Ellinger. Zur Methodik der Indicanbestimmung, — Diese 
Zeitsehr. 1903. 
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a) Versuche mit Kaliumoxalatinjektionen. 
Versuch I. 
1 grofier Hund. Nahrung 500 g Brot, 250 g Speck. 
. | Harn- | Spez Indigo 
ag |} menge | ' Bemerkungen 
| ein | Gew, | qual, quant, 
| 
Jan. 29. Spur 
BO, DOO 1022 | 
31. S40 1019 0.03 kal. oxal. 
Febr. 1. 1220 | 
3.1 78 | 1015 | | 
3301) 1008 0.1 kal. oxal. 
6. 1360 LOO9 mafic 79 meg 
920) 1006 | | 
10. 650 1008 
Versuch II. 
1 grobe Hiindin. Nahrung 500 g Brot, 250 g Speck. 
Tag | | Spez. Bemerkungen 
Gew, qual. | quant. 
| | 
Jan. 29. 1056 1010 | 
30, 1020 mifig 143 mg | 
31. GOO) 1017 > 13 » 0,03 kal. oxal. 
Febr. 1. | 1245 | 1013 | | 67 >» 
2./ 1100 | 1015 | Spur — 
3, 990 101d | | 
4 | 1240 1011 | 
1009 Spur — | 0.1 kal. oxal. 
6.) 1150 | 1013 miifig 10 mg 
7. 765 1018 — 
8 1012 _ | — | 
4 1070 LOLO Spur | | 


10. 960 1013 I: 


1; Etwas Harn verloren. 
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Versuch IIL. 
1 Hund. Nahrung 500 ¢ Brot, 250 g Speck. 


Indigo 


Harn- Sens 
Tag menge ot Bemerkungen 
Gew. qual, quant. 
1902 
Juli 16. 340) «1025 zieml. stark 7.8 mg 
17. 266 1028 deutlich 2.9 » Ot kal. oxal. 
1s. 320 1023 | 2.6 » Ot » > 
19, DOO 1029 miifig 
20. 490 1026 | 
21. 280) 1021 


Versuch IV. 
1 Hund. Nahrung 500 ¢ Brot, 250 ¢ Speck. 


Tag Spez. Bemerkungen 
Gew. qual, quant. 
1902 | | 
Juli 16. 320 1043 | stark | 23.7 mg 
17. | 820 1032 mifig | 4D» kal. oxal. 
1s, 1027 | > 44 > 
19. SSO. 1016 » > 
20). 400 1017 | 
21, 420 1029 
22. 620 1022 | — — 


Der Urin wurde in allen Fallen 3 mal am Tage aufge- 
fangen und gesammelt. 

Aus vorstehenden Tabellen libt sich erkennen, dab eine 
Steigerung der Indicanausscheidung iiber die Norm durch Oxal- 
siiure nicht hervorgerufen wird. Zwar ist die Indicanmenge 
im Versuch I ein einziges Mal bestimmbar und zwar am Tage 
nach einer Oxalatinjektion, aber der erhaltene Wert (7.5 mg) 
ist so gering, dab er durchaus noch innerhalb der normalen 
(rrenizen liegt. Deutlicher zeigt der zweite Versuch, dali nach 
Oxalsiiureinjektion keine Vermehrung der Indicanmengen ein- 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXVI. 
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tritt. Die Hiindin hatte an zwei Normaltagen 14.5 und 
13 mg ausgeschieden, am = darauffolgenden Tage ergab sich 
nach der Injektion von 3 ce nur 6.7 mg Indigo. Zwar steigt 
die Indicanmenge nach der zweiten Einspritzung bis zu 10 me, 
aber dieser Wert reicht nocht nicht an die an normalen Tagen 
ausgeschiedenen Mengen heran. 

In den Versuchen Hl und IV bilden die Indicanwerte 
trotz 3 mal hintereinander erfolgter Injection von 0.1 @ oxal- 
saurem Kalium eine absteigende Reihe, die in den letzten 
Tagen bei anlangt und auf dieser Hohe bleibt. Es. fallt 
auf, dab gerade an den Oxalsiiuretagen die geringsten Indican- 
mengen ausgeschieden werden. Der Allgemeinzustand der Tiere 
war gut, sie zeigten keine Zeichen einer Stotfwechselanomatie. 

Mit ebenso grober Sicherheit geht der Mangel jeglichen 
Kinflusses der Oxalsiiture aus den folgenden Versuchen hervor: 


Versuch V. 


Kaninchen. 3420 ¢ Gewicht. Nahrung 400 ¢ Mohrriiben, 
200 Brot. 


Grew. | qual, quant. 
12 | | 
Mai 7. | 280 [02] stark | {6.4 me 
8. 160 1020 deutheh*® mifMungen 
POD 3.6 me 
10, [30 1026 2.7 » 
11. 170 LOL9 | Gewicht 3390 
— —- | 0.05 kal. oxal. 
13. 235 mifig | » 
14. 225 ~Durehfall, Futte: 
zuriuckgel, 
0.05 kal. oxal. 
1D. [20 L018 spiirlich nicht hestimmbar 


16. 120) [023 Gewicht 3315 
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Versuch VI. 


Kaninchen. 3610 ¢ Gewicht. Nahrung 400 ¢ Mohrriiben, 
200 g Brot. 


Harn- 


Tag | menge | Bemerkungen 
| 1eW, | qual, | quant. 
1902 | | | | 
Mai 8. | 200 | 1017 | oe | a | 
9. | 200 | 1015 | | | 
10. | 115 | 1022 | — | | 
11. | 18% | 1014 | (Gewicht 3610. ¢ 
12. 144 | 1022 | — — | 0,05 kal. oxal. 
13. 18% | 1014 | — nee | Gewicht 3460 2 
14. 150 | 1016 | miifig O78 mg | Durehfall: 0.05 
| | | kal. oxal. 
15. | 160 1016 > | O85 » | Durchfall 
16. 1017 Gewicht 3510 g 


Im Versuch V hatte am Tage der ersten Oxalsiiureinjek- 
tion das Kaninchen kein Indican ausgeschieden, nachdem die 
Mengen in den vorhergehenden Tagen von 16,4 mg bis auf 
2.7 mg heruntergegangen waren. Die erste Injektion bewirkte 
nun wieder einen Anstieg auf 3,7 mg — also einen Wert, der 
kleiner als die meisten der vorhergehenden ist. Nach der 
zweiten Injektion dagegen fillt’ schon die qualitative Probe 
fast negativ aus: eine quantitative Bestimmung ist gar nicht 
moeglich. 

Im Versuch V und VI traten voriibergehend Darm- 
stOrungen auf. Der Harn des im Versuch VI benutzten Ka- 
ninchens war stets indicanfrei, auch nach der Oxalsiiureinjektion 
am 12. Mai, dagegen trat etwas. spiiter zugleich mit) Durch- 
fillen eine schwache Indicanreaktion auf. Am = 14. waren 
0.78 mg ausgeschieden, am 15. nach der zweiten Injektion 
O85 me. An beiden Tagen waren die Faeces  diarrhoisch. 
Am 16. ist das befinden wieder normal. Will man den mini- 
malen Mengen, die noch nicht ein Milligramm pro Tag  be- 
tragen, tiberhaupt irgend welche Beachtung schenken, so sind 
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sie wohl am wahrscheinlichsten mit diarrhoischen Ent- 
leerungen in Verbindung bringen. 

Durch die angefihrten quantitativen Bestimmungen ist 
wohl die von Harnack und Fri. v. d. Leyen?!) behauptete 
Indicanvermehrung nach Darreichung von Oxalsiiure mit Sicher- 
heit widerlegt. Damit ist) gleichzeitig die Annahme Hilde- 
hrandts?) erledigt, dal die vermehrte Indicanausscheidung 
hei Haferfiitterung auf den Oxalsiiuregehalt des Hafers zurtick- 
zufiihren sel. Vielmehr scheint die starke Indicanurie bei 
Haferfiitterung von Eiweibreichtum dieser Getreideart 
herzuriihren. 


b. Uber die Indican- und Phenolausscheidung nach 
Phloridzindarreichung. 


Hieritiber sind im ganzen 5 Versuche angestellt. Bevor 
dieselben beendigt waren, erschien eine Arbeit von P. Mayer,*) 
die den gleichen Gegenstand behandelte und auch direkt an 
die Lewinschen Versuche ankniipfte. Mayer keinen 
Kinflufs des Phloridzins auf die Indicanausscheidung. Er meint, 
die Indicanurie bei den Versuchstieren Lewins ware vielleicht 
durch die Untererniihrung hervorgerufen worden. Auferdem 
hilt er die Versuchsanordnung Lewins aus dem Grunde nicht 
fiir zweckmiibig, weil eine genaue Kontrolle nach seiner Ansicht 
, wenn 2 oder 3 Kaninchen gemeinsam ge- 
fiittert werden und der Mischharn aller 3 Tiere zur Verar- 
heitung kommt. 


ausgeschlossen ist 


Maver kommt auch fiir die Phenolausscheidung nach 
Phioridzin za anderen Resultaten als Lewin, und zwar ist 
die Differenz in den Ergebnissen der beiden Autoren auber- 
ordenthich betriichtlich. Lewin hatte Vermehrung bis zu 200 
vefunden, Mayer konnte niemals eine Steigerung feststellen. 
Die hohen Werte Lewins lassen sich nach Mayers Ansicht 


1) Harnack, loc. eit. 

2) Hildebrandt, loc. cit. 

3) Mayer, Uber Glycuronsiureausscheidung, Arch. Physiol., 
1902, S. 5—4. 
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nicht durch Untererniihrung erkliiren, da Salkowski!) bei 
hungernden Kaninchen niemals Phenolausscheidung —beob- 
achtet habe. 

Bei meinen Untersuchungen benutzte ich, wie Lewin, 
zur Phenolbestimmung die Methode von Kosler und Penny:?) 
an den Phloridzintagen wurde die Modifikation von Neuberg *) 
benutzt. 

bevor die Resultate der Tierexperimente mitgeteilt werden, 
sei noch ein Versuch erwahnt, der zur Entscheidung der Vor- 
frage angestellt wurde, ob vielleicht die ungewohnlich hohen 
Phenolwerte Lewins auf ein phenolartiges fliichtiges Spaltungs- 
produkt des Phloridzins selbst zu beziehen seien. Es war 
sehr wohl denkbar, dab ein solches Spaltungsprodukt entweder 
im Organismus selbst oder bei der Destillation des Harns mit 
Siiuren entsteht. 

2 ¢ Phloridzin wurden in 200 ccm Wasser 10 com 
Schwefelsiiture zugesetzt und nach Kosler und Penny bezw. 
Neuberg behandelt. Die Titration in einem aliquoten Teil 
des Destillats ergab nur einen Jodverlust von */10 Cem, eine 
Bindung von Jod war also nicht erfolet. Der Rest des De- 
stillats, ca. 800 cem, wurde mit 80 ccm Natronlauge versetzt, 
eingedampft, angesiiuert, mit der doppelten Menge Wasser aul- 
eefiillt, 3mal mit Ather geschiittelt’ und abdestilliert. Der 
Riickstand wurde auf Phenol untersucht: ein positives Re- 
sultat war nicht zu erzielen. Der Riickstand war stark sauer 
und hatte einen sehr stechenden Geruch. 

Die Versuche mit kiinstlicher Spaltung des Phloridzins 
wurden nicht wiederholt, da sie nach den Ergebnissen der 
inzwischen abgeschlossenen Fiitterungsversuche an Kaninchen 
iiberfliissig erschienen. 


1) Salkowski, Phenolbildende Substanz im Menschenharn, Zen- 
tralbl. f. d. med. Wiss., 1875, Nr. 46. 

2) Kosler u. Penny, Uber die mafanalytische Bestimmung der 
Phenole im Harn. Diese Zeitschr., Bd. XVIP, 1893. 

3) Neuberg, Uber die quant. Bestimmung des Phenols im Harn, 
Diese Zeitschr., Bd. XXVH, 1899. 
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Versuch VII. 


Korper-) Harn- 


Tag gewicht menge Spez. | Indigo Phenol | Trom- Polari- Bemerkungen 
| | 
Mai 21.| 2470 | 1011 | 158 | 47 | — | — 
22.| 2440 | 250 | 1011 | 087) 62 | — | — 
2430 | 210 | 1014 | 22 | 45 
24.| 2420 | 200 | 1012 | — 3.9 
25.| 2415 | 260 | 1010) — 2,4 
26.| 2420 205 | 1010 — 2.9 0.75 Phlor. 
27. | 2630 — | 29 + (1,5°/or. 
2370 | 270 1009 — — | — 
249 2690 205 «1009 1.2 | | — |0,75¢ Phlor. 
2360 | 275 | 1012! — | 10 | + 
31.| 2350 | 255 | 1012 | 1,3 1.8 
Juni Lt. | 2350 | #86 | 7010 | — 16 | 
| | 
| | | 
Versuch VILL. 
Kaninehen. Nahrung 300 ¢ Mohrriiben. 
Tay pent a nected Spez. | Indigo Phenol | Trom- | Polari- | Bemerkungen 
Gew. me mer | sation | 
1902 | | | 
Mai 21, 2915 360) 1018477 
2820 175) 1013 4.0 5,2 — | 
23.) 100 | 1012 | 2,9 5.4 | 
24. 9710 | 280 | 1013 | 34 2 4. — | — 
25, 2650) 250) 10120 
26, 1014 18 | 28 — | — Phlor. 
27, 3000 140 | 1020 | 1,1 2,5 + 1,4°/or. 
98. | 2740 LOLO — miblungen — 
29, 29090 320, 1017 326 — | — | 0,75¢Phlor. 
2700 | 220 | 1012 | — 1,3 + |1%r.| 
31.| 2640 | 295 | 1015 | 2,1 24) — | — 
Juni 2660 176) 1012 — 1.7 
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Versuch IX. 


{ Kaninchen. 300 ¢ Kartoffeln. Untersuchung in 3 Perioden. 


Korper-|  Harn- . Zucke 
Tag menge Spez. (Indigo Phenol Bemerkungen 
Gew. ‘Trom-| Polari- 


g mg mg mer | sation 


a) Vorperiode. 
1902 
Juni 25. 2210 1026 | 
2210 | 70 1023 |$20)/ 92 | —} 
27, 2210 102s | 1.0 Phlor. 


b) Phloridzinperiode. 


2120 | 70 | +- 1.4 %or. 1,0 Phlor. 

29.' 2185 7277, 1043 | 72,5!) d,4 | + 1,0 Phlor. 

30. 2140 102 1037 J +- 1,8 °or. Futter zuriick- 
gelassen 


c) Nachperiode. 


Juli 1.) 2125 73) 1028 | | 
2, 2085 604193 1029 — |} — | leichter Durchfall 
3.| 213d 1031 —- | — nicht gefressen 


Es geht aus allen Versuchen, iibereinstimmend mit den 
Ergebnissen Mayers, hervor, dai durch Phloridzininjektion 
eine Vermehrung des Indicans und Phenols nicht eintritt. Das 
Phenol nimmt stiindig an Menge ab und erreicht gegen Ende 
des Versuchs die geringsten Werte. Das wiirde mit der von 
P. Mayer erwihnten Behauptung Salkowskis, Kaninchen 
im Hunger kein Phenol ausscheiden, vielleicht in der Weise zu 
vereinen sein, dah die Nahrung fiir die Tiere nicht ausgereicht 
hat, sie sich also gewissermafen wie hungernde verhielten, 
In der Tat kann man eine stiindige, wenn auch geringe Ab- 
hahme des Korpergewichts wahrnehmen (mit Ausnahme je 
zweier unerkliirbarer Anstiege in Versuch VII und VIII). 

Die Verhiiltnisse der Indicanausscheidung entsprechen den 
fir Phenol erhaltenen Befunden: die nachgewiesenen Mengen 
reprasentieren auch im Hochstfall sehr geringe Werte. 

Blumenthal hat in seinen Versuchen grofes Gewicht 
darauf gelegt, dal die Versuchstiere sich im Stickstoffgleich- 
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gewicht befanden, um wirklich jeden andern Faktor, wie Hunger, 
Unterernithrung neben Phloridzin  aussehheben zu konnen, 
Allerdings ist der Stickstoffgehalt der Nahrung nicht bestimmt 
worden, sodafhi es zweifelhaft erscheint, ob in seinen Versuchen 
wirklich Stickstoffgleichgewicht bestand und vom Organismus 
selbst kein N hergegeben wurde. 

Fiir unsere Versuche schien diese Versuchsanordnung 
nicht erforderlich, denn wenn wirklich das Phloridzin eine Wirkung 
in Blumenthals Sinne gehabt hiitte, so wiire diese auch neben 
der durch Untererniihrung hervorgerufenen Vermehrung bei der 
quantitativen Bestimmung in die Erscheinung getreten. 

Die Beobachtung der Schwankungen des Indicangehalts 
durch quantitative Analyse bot auch die Moglichkeit, den 
Kinfluj der Phloridzinwirkung bet hungernden Tieren prifen, 
also unter den Bedingungen, welche nach Ansicht Blumen- 
thals und seiner Mitarbeiter die giinstigsten fiir die Indican- 
vermehrung sein mubten. Im Hungerzustande sich ja 
unbedingt durch Phloridzininjektion eine Erhéhung des Eiweil- 
zerfalls herbeifiihren. 

Ks wurden deshalb zwei Versuche an hungernden 
Kaninchen angestellt. Die Resultate dieser fiir die von 
Blumenthal vertretene Ansicht entscheidenden Versuche finden 
sich in folgenden ‘Tabellen. 

Versuch X. 


Tag Spez. | ‘Trom- Polari- | Bemerkungen 
. nite Gew, | qual, | quant, mer | sation | 
1902 | | | | | | 
Juni 2. 33000 342. 1010 sehr stark 28.2mg1) — — | 
3. | $220 | 104 | 1014 » » 84> | — | — | 
5. | 3090 | 174 1024 deutlich | 3,6 > | » 
6.) 2980 140 stark (13.6 » + 1,7 r.0.75 » 
7. | 2830 &3 | 1047 + 20 %or., 
8. 9. | 2700 | 66 | 1047 (11.3 » 
10. | 2730 65 1044 sehr stark 16.972 | — — 


1) Die hohen Werte am ersten Versuchstag in Versuch X und NI 
sind woh! als Nachwirkuug der vorausgegangenen Haferfiitterung zu be- 
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Versuch XI. 


| Korper- Harn-| Indigo -| Polari- 
Tag | gewicht menge Polari Bemerkungen 
| | com | quant, | mer sation 
| | | 
Juni 2. | 3460 | 267 1019 deutlich mitlungen — — 


3. 3890 | 152 1029 sehr stark 26.4 mg — 
t. | 3350 | 87 | 1022) deutlich 14.5 » | — | — |0,75¢ Phlor. 


a. | 3230 | 152 stark 11.6 » | +. 11.9% r./0,75> >» 
6. | 3100} 95 1028 deutlich 62 >» | + 22% O75e > 
7. | 2970 | 100 | 1087 > 46 | + 

8. 9. | 2840 104 1040! stark 11.1 » 


10. | 2840; 66 | 1047 > 


| | 


Beide Kaninchen schieden wiihrend des Versuchs meistens 
bedeutende Mengen Indican aus, doch waren Schwankungen 
in ziemlich weiten Grenzen vorhanden. An den Phloridzintagen 
war eine Vermehrung nicht zu erkennen: im Versuch X_ bringt 
wohl der zweite Phloridzintag gegenitiber dem ersten eine er- 
hebliche Steigerung, aber die erreichte Zahl wird von Werten, 
die an normalen Tagen erhalten sind, zum Teil betréchtlich tiber- 
sechritten. Sie fiillt, wenn man die bedeutenden Schwankungen 
an den Normaltagen beriicksichtigt, um so weniger ins Gewicht, 
als bereits am folgenden Tage trotz wiederholter Phloridzin- 
darreichung die Indicanmenge erheblich gesunken ist, um in 
der Nachperiode wieder sehr anzusteigen. 

Die plotzliche Vermehrung am zweiten Tag des eigent- 
lichen Versuchs (X) diirfte also wohl kaum als ein positiver 
Beweis fiir die Wirkung des Phloridzins im Sinne Blumenthals 
aufzufassen sein. 

Noch offenbarer ist die Wirkungslosigkeit des Phloridzins 
im letzten Versuch. Zufillig sind hier an den Phloridzintagen 
die geringsten Zahlen des ganzen Versuchs erhalten worden, 
also ein iihnliches Verhalten wie fiir Oxalsiiure im Versuch 
HT und IV. 
trachten, bei welcher ich im Gegensatz zu den Angaben von Peurosch 
(Dissert., Kénigsberg 1877) fast stets hohe Indicanwerte fand. 
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Fasse ich nunmehr die Ergebnisse der gesamten Versuche 
zusammen, so geht daraus hervor, dab eine Vermehrung der 
Indican- bezw. Phenolausscheidung durch kiinstlich hervor- 
gerufenen Eiweibzerfall nicht anzunehmen ist, dab diese auf 
die Oxalat- und Phloridzinversuche gestiitzte Behauptung anderer 
Autoren der Nachpriifung durch quantitative Bestimmungen 
nicht standhiilt. 

Das Ergebnis der experimentellen Untersuchungen ent- 
spricht also durchaus der durch die kritische Betrachtung und 
durch die klinischen Beobachtungen zu gewinnenden Anschauung, 
dali eine Steigerung der Indicanurie durch andere Ursachen 
als durch Fiiulnisvorgiinge (bezw. bakterielle Zersetzungen) 
nicht bewiesen ist. 
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Uber das Verhalten des Allantoins im Tierkoérper. 
Von 
Dr. A. M. Luzzatto, Privatdozent in Padua. 


(Aus dem chem. Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 29. April 1903, 


Das Verhalten des in den Organismus' eingefiihrten 
Allantoins ist noch wenig untersucht, obwohl es nach ver- 
schiedenen Richtungen hin Interesse verdient, namentlich von 
dem Gesichtspunkt aus, dab sich verschiedene Tierklassen in 
bezug auf das Allantoin sehr verschieden zu verhalten scheinen. 

Bei Hunden gehdrt das Allantoin bei Fiitterung mit 
Fleisch oder Fleisch mit Fett, wenn nicht zu den konstanten, 
so doch zu den nicht selten vorkommenden Harnbestandteilen. 
Salkowski?) fand dasselbe zweimal, withrend er es 
siebenmal vermifite. In dem einen der beiden positiven Fiille 
wurde durch blofes Eindampfen des Harns und 4 Tage Stehen- 
lassen, Waschen der ausgeschiedenen Krystalle durch De- 
kantieren und Umkrystallisieren aus heibem Wasser nicht 
weniger als etwas iiber 0,8 g Allantoin in analysenreinem Zu- 
stand gewonnen und durch vollstiindige Elementaranalysen 
identifiziert. In einem zweiten Falle lieferte der 2%stiindige 
Harn eines Hundes 0,281 g Allantoin. Dal der Harn = der 
anderen untersuchten Hunde kein Allantoin’ enthielt, kann 
natiirlich nicht behauptet werden, da nicht festgestellt ist, bis 
zu welcher Menge das sehr einfache Verfahren positive Re- 
sultate liefert. Salkowski erwiihnt in der angegebenen 
Arbeit, dab schon friiher von Meissner Allantoin im Hunde- 
harn gefunden, seine Angaben aber nicht durch Analysen ge- 


1) Ber. der deutsch. chem. Ges., Bd. 11, S. S501 (1878). 
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stiitzt sind, vermutlich weil die erhaltene Quantitiit Allantoin 
hierzu nicht ausreichte. Meissner selbst schiatzte sie auf 
einige Centigramm den Tag. Schon vor Meissner haben 
Frerichs und Stadeler?!) ansehnliche Quantitiiten dieses 
Korpers aus dem Harn von Hunden dargestellt, denen 
kiinstlich Storungen der Respiration verursacht waren. Leider 
sind) keine Versuche dariiber angestellt worden, ob der 
Harn nicht schon vorher Allantoin enthielt, sodafi die Ab- 
hingigkeit von der RespirationsstOrung zweifelhaft bleibt. 
Frerichs und Stiideler selbst iiufern Zweifel in dieser Be- 
ziehung. 

In groben Mengen tritt Allantoin im Harn konstant auf, 
wenn man Hunde mit Harnsiiure fiittert. Die ersten Angaben 
hieriiber hat wohl KE. Salkowski?) gemacht. Salkowski schlob 
auf die Gegenwart desselben im Harn aus den eigentiimlichen 
Ergebnissen der von ihm modifizierten Bunsenschen Methode 
bei Anwendung auf den betreffenden Harn. Dieselben stimmten 
zwar im iibrigen mit der Annahme iiberein, dali die Harn- 
siiure in Harnstoff tibergegangen sei, abweichend aber von dem 
sonstigen Verhalten des Harns hatte sich bei der Erhitzung 
mit alkalischer Chlorbaryumlésung eine nicht unbetrichtliche 
Quantitiit Siiure gebildet. Da das Allantoin nach der Angabe 
von A. Claub 3) beim Erhitzen mit Kalilauge Oxalsiiure und 
Kssigsiiure liefert, so lag es nahe, anzunehmen, dab der Harn 
Allantoin enthalten habe und sich aus diesem beim Erhitzen 
mit alkalischer Chlorbaryumliésung im zugeschmolzenen Rohr 
Siiuren gebildet haben mochten. Diese Vermutung wurde 
durch den Nachweis des Allantoins im Harn bestiitigt. Schon 
beim Eindampfen des Harns auf 4/1 bis }.s des Volumens 
krystallisierte im Laufe eines Tages Allantoin aus, ja, an 
einigen Tagen trat sogar Allantoin in Form eines Sedi- 
mentes auf. 

Aus dem Harn eines Hundes, der 8 g Harnséure, aut 
2 Tage verteilt, bekommen hatte, wurden 1,42 g Allantoin er- 

l) Arch. f. Anat. u. Phys., 1854, 5. 393. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 9, 5. 719 (1876). 


83, Ber. der deutsch. chem. Ges.. Bd. 7, S. 226. 
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halten. In neuerer Zeit ist E. Salkowski?) noch einmal auf 
diese Frage zurtickgekommen und hat aufs neue konstatiert. 
dafi der Harn nach Harnsiiurefiitterung reichlich Allantoin enthiilt. 

Ganz im Einklang damit fand Minkowski?) Allantoin, 
selbst in Sedimentform, im Harn eines mit Thymusdriise ge- 
fiitterten Hundes, welche nach der Entdeckung von W ein- 
traud eine erhebliche Steigerung der Harnsiiureausscheidung 
bewirkt. Seine Angaben wurden von Th. Cohn 3) bestiitigt. 
Den gleichen Effekt beobachtete E. Salkowski#*) bei Fiitterung 
mit Pankreas bei Gelegenheit von Versuchen dariiber, ob die 
Zufuhr von Pankreas mit der Nahrung vielleicht ein Auftreten 
von Pentose im Harn zur Folge hat. Aus allen diesen Be- 
funden ergibt sich ungezwungen der Schlub, dai das Allan- 
toin im Korper des Hundes schwer oder garnicht zerstérbar 
ist. Damit steht auch ein Versuch von Minkowski im Ein- 
klang, der nach 5 g verftittertem Allantoin durch blobes Ein- 
dampfen ca. 70°/o unverandert wiederfand, wobei der Harn 
des folgenden Tages, in dem auch noch Allantoin enthalten 
war, garnicht beriicksichtigt ist, sodafi es fraglich ist, ob 
iiberhaupt Allantoin im Organismus des Hundes zersetzt wird. 
Poduschka®) konnte nach einer von ihm ausgearbeiteten 
Methode nach Aufnahme von 0,5 g Allantoin beim Hund 
mindestens 90 —91°'o unveriindert im Harn wiederfinden. 

Ganz anders ist dagegen nach den Angaben von 
Minkowski (1. ¢. S. 399) das Verhalten des Allantoins beim 
Menschen: Von 5 g konnten nur 0.878 g wieder erhalten 
werden. Zu ihnlichen Ergebnissen gelangt auch Poduschka, 
nur dafi mit Hilfe seiner genauen Silbermethode sich der An- 
teil des unverdandert wieder ausgeschiedenen Allantoins etwas 
hoher — auf 30--50°'o — stellte. In Ubereinstimmung da- 
mit sind auch die Angaben von Loewi.°) 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXXV, S. 493 (1902). 

*) Arch. f. exper. Pathol., Bd. 41, S. 375 (1898). 
4) Diese Zeitsechr.. Bd. XXV, S. 517 (1898), 

4) Centralbl. f. d. med. Wiss., t898, Nr. 53. 

») Arch. f. exper. Pathol., Bd. 44, 5. 64 (1900). 
Sitzungsber. der Marburger Ges. 


cage 
REG 
aa 


A. M. Luzzatto. 


Was das Verhalten bei Kaninchen betrifft, so 
Salkowski?) es unentschieden, ob vielleicht ein kleiner 
Teil von verfiitterter Harnsiiure als Allantoin ausgeschieden 
wird, wiihrend der bei weitem gréfere jedenfalls in Harnstoff 
iibergeht. Man kann danach wohl vermuten, dafi das Allan- 
toin beim Kaninchen zersetzt wird, vielleicht in noch hoéherem 
Mafie wie beim Menschen. Diese Vermutung sollte durch 
Versuche gepriift werden. Im Widerspruch mit ihr stehen 
anscheinend die Angaben von Colasanti,?) nach welchen 
Kaninchen, die mit Hundswutvirus infiziert sind, erhebliche 
Mengen von Allantoin ausscheiden. Gleichzeitig sollte durch 
die Versuche festgestellt werden, ob im Organismus des 
Kaninchens vielleicht aus Allantoin Oxalsiiure entsteht, was 
denkbar ist, mit Riicksicht daraut, dai das Allantoin beim 
Krhitzen mit Kalilauge CO,, NH;, Oxalsiiure und Essigsiiure 
hildet. 

Ks erschien zweckmiifig, einen Parallelversuch am Hund 
anzustellen. Der Hund yon 10,35 Kilo Kérpergewicht befand 
sich mit 100 ¢ Weilbbrot, ‘2 Liter Milch und 40 g Speck in 
unzureichender Erniihrung mit mdglichst geringer N-Aus- 
scheidung. Der Versuch dauerte im ganzen 12 Tage und 
war in 3 Perioden von je 4 Tagen eingeteilt, eine Vorperiode, 
eine Hauptperiode und eine Nachperiode. In der Hauptperiode 
erhielt der Hund mit dem Futter tiaglich 2 g Allantoin, im 
ganzen also & ¢. Der Harn wurde durch Wasserzusatz aul 
das Volumen von 1500 cem = gebracht. In der Hauptperiode 
hatte sich Allantoin als Sediment ausgeschieden, dessen Ge- 
wicht leider nicht bestimmt ist. Der Harn enthielt auBberdem 
noch reichlich Allantoin§ gelost, 500 cem  lieferten 1,280 ¢ 
noch etwas MgNH,PO, enthaltendes Allantoin. Zur be- 
stimmung der Quantitiit: dieser Beimischung wurden 0,571 
verascht, es blieben 0.0307 g¢ Mg,P,0, zuriick, entsprechend 
0.0399 MgNH,PO,: fiir die ganze Quantitiit des Allantoins 
herechnen sich O,O885 g¢ MgNH,PO,. Dieser Wert ist) von 

1) Diese Zeitschr.. Bd. XXAXV, S. 512. 

2 Pollet. della Acead. Med. di Roma Anno IX Fase IT (1895 
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den obigen 1,280 abzuziehen, somit bleiben 1,1915 g fiir 
g com, also fiir 1500 = 3.5745 g. 

Dab es sich in der Tat um Allantoin handelt, geht unter 
anderem auch aus der Stickstoffbestimmung der einmal aus Wasser 
umkrystallisierten Substanz hervor., O,1832g, bei 110° getrocknet, 
erforderten bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl 23,3 cem 
15 Normalsiiure = 0,052 ¢ N = 39,59 °/o. Allantoin ent- 
hilt 35,44 %o. Da die Zahl fiir das Allantoin in Sedimentform 
fehlt, so labt sich eine Prozentberechnung fiir die Quantitiit des 
wiederausgeschiedenen Allantoins nicht aufstellen, jedoch steht 
die Unzerstérbarkeit des Allantoins bei Hunden ja schon fest. 

Im tibrigen gehen die erhaltenen Resultate aus der nach- 
folgenden Tabelle hervor: 


| Harn- | Spez. N nach Messed Morner-N NH, nach Oxal- 

| menge | (Giew. | Kjeldahl nach Schlosing saure 

Mirner | 
Vorperiode 1500 1025 7.98 bol 81.5 OD + 0.0382 
Hauptperiode 1022 7.241) 35.88 81,2 O.65 0.0742 
Nachperiode. 1500 L020 7.03 0.73 0.00425 


Das Absinken des spezifischen Gewichts bei demselben Harn- 
volumen zeigt, dal die Ausscheidung der festen Harnbestand- 
im Sinken war. Da die Zufuhr an Salzen anniihernd 
dieselbe war, so kann das Sinken derselben nur von einer 
Verminderung der N-haltigen Harnbestandteile herriihren. So 
ergibt sich denn die N-Ausscheidung in’ der Hauptperiode, 
trotzdem der Harn noch reiehlich Allantoin enthielt. 
niedriger als in der Vorperiode. Sehr auffallend ist, dab der 
Prozentgehalt des Harnstoff-N nach Morner vom Gesamt-N 
in allen Perioden derseibe ist, trotzdem doch der Harn der 
Periode If noch Allantoin enthielt. Man miifite danach an- 
hnelimen, dal in der atherisch-alkoholischen Losuug auch Allan- 
toin vorhanden war; aus fiuberen Griinden war ich leider 
genotigt, die Arbeit) abzubrechen, und konnte daher diesen 


1; In dem voin Allantoin abfiltrierten Harn. 
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Punkt nicht weiter verfolgen. Die Oxalsiiure hat etwas zu- 
genommen, was auf eine partielle Zersetzung des Allantoins 
hezogen werden kénnte: absolut genommen ist der Oxalsiure- 
zuwachs sehr unbedeutend, 

Der Versuch am Kaninchen dauerte 9 Tage in Perioden 
von je 3 Tagen. Das Tier erhielt tiiglich 250 ¢ Weifikohl und 
250 ¢ Mohrriiben. In der Hauptperiode tiiglich 1g, im ganzen 
aso 3g Allantoin. Dasselbe wurde, in wenig Wasser sus- 
pendiert, mit der Schlundsonde eingegeben. Der Harn der 
Hauptperiode gab beim Eindampfen und langen Stehen kein 
Allantoin. Im = iibrigen sind die erhaltenen Zahlen in nach- 
folgender Tabelle zusammengestellt. 


N | Nim _| NH, 
Harn- Spez.) nach Harn-  Morner-N- nach | Oxal- 
Reaction Kiel stolf in 09 des 
menge Gew, | Kjel- nach SCHIO- saure 


Gesamt-N> 


| dahl Morner sing | 


| | 
Vorperiode .. schwach saver 1012 1.86 1,52. 81,7 | 0,060 | 0.0054 
Hauptperiode 1265 neutral 1014 2,12. 1,77 83.4 0,086 0.0442 


| 


Nachperiode. 1075. sehwach alkalisch 1.27 0.90) 70,8 (7) | 0.043 | 0.0096 


Das Allantoin scheint nur teilweise resorbiert sein. 
Die verfiittertes Allantoin enthalten 1,063 oder, da das 
Allantoin nur lufttrocken war, rund 1 g Stickstoff. 

Nimmt man das Mittel der Stickstoffausscheidung der 
Vorperiode und Nachperiode — 1,565 g, so betriigt das Plus 
in der Allantoinperiode 0,555, es wiire demnach also nicht mehr 
als etwas tiber die Hiilfte resorbiert. 

Was die Oxalsiiure betrifft, so ist sie gegeniiber der Vor- 
periode auf etwa das Achtfache gestiegen: auch in der Nach- 
periode augenscheinlich noch vermehrt. Absolut’ genommen 
ist die Quantitiit der ausgeschiedenen Oxalsiiure allerdings 
immer noch sehr gering, iiber ihre Abstammung vom Allan- 
toin kann aber wohl kein Zweifel sein. Nachdem Hildebrandt?) 
nachvewlesen hat, bei Kaninchen auch von subkutan in- 
jizierter Oxalsiiure der bei weitem grofte Teil oxydiert, nur 


1 Diese Zeitsehr., Bd. XXXV. 147. 


4 
| 
| 
| 
re: 
— 


Uber das Verhalten des Allantoins im Tierkdrper. D435 


10—17° unveriindert ausgeschieden werden, ist es nicht 
mehr zulissig, die ausgeschiedene Quantitiit als die gebildete 
anzusehen. 

Nimmt man an, dali auch in diesem Fall die gebildete 
Oxalsaure 6—1Omal so viel betragt, wie die ausygeschiedene, 
so wiirde dieses 0,265 
14,7° 0 des eingefiihrten oder 17--27°%o des resorbierten 
Allantoins. Die Rechnung iindert sich kaum, wenn man die 
von der Nahrung herriihrende Oxalsiiurequantitiit in Abzug 
bringt. Man erhilt dann: in der Hauptperiode und Nachperiode 
ausgeschieden 0,0442 +- 0,0096 = 90,0538. Davon abzuziehen 
zweimal 0,005%4 0,0108 g, bleibt 0,0438. Daraus berechnet 
sich als gebildete Oxalsiiure im Maximum 0,430 g == 26,5 ° 0 
des resorbierten Allantoins. 

Nach Ad. Claus?) zerfiillt Allantoin bei der Behandlung 
mit Kalilauge nach folgender Gleichung: 5 (C,H,N,O,) + 9H,O 
=: 12 NH, + 6CO, + 2C 30, + 

Das Allantoin wiirde dabei 38° 9 Oxalsiiure liefern. Die 
nach Hildebrandt berechnete Quantitiit der Oxalsiiure ent- 
fernt sich doch nicht allzuviel von der theoretisch berechneten. 

Aus den Morner-Zahlen kann ein Beweis fiir den Uber- 
gang des Allantoins in Harnstoff in diesem Falle nicht ab- 
geleitet werden, da sie auch bei dem Hundeharn, in dem no- 
torisch grobe Mengen von Allantoin vorhanden waren, scheinbar 
Harnstoff ergeben haben. Bei der Zahl fiir die Nachperiode 
scheint auberdem ein Irrtum vorgefallen zu sein. 

Ich verkenne nicht, dab die Arbeit noch an verschiedenen 
Stellen einer Ergiinzung bedurft hiitte, leider war es mir iiuberer 
Verhiiltnisse wegen nicht modglich, dieselbe fortzusetzen. 


0442 ¢ Oxalsiiure ergeben — bis 


1) Ber. d. d. chem. Ges.. Bd. 7. S. 226. 
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Ein Beitrag zur Kenntnis des Harnstoffgehaltes des mensch- 
lichen Harns und zur Methodik der Bestimmung desselben. 


Von 
Dr. Franz Erben, klin. Assistenten. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik des Herrn Prof. R. v. Jaksch in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, April 1903.) 


Herr Dr. Ovid Moor?!) hat in einer Abhandlung «Uber 
den wahren Harnstoffgehalt des menschlichen normalen Harnes 
und eine Methode, denselben zu bestimmen» darauf hingewiesen, 
dali die bisherigen Methoden der Harnstoffbestimmung noch 
niemals in der Weise gepriift worden sind, dai der Harnstolt 
in so reiner Form aus dem Harn dargestellt wurde, dab man 
die direkt gefundene Menge mit der durch Titrierung ermitte!ten 
hiitte vergleichen kénnen. Seine Versuche, den Harnstoff aus 
dem Harn auf dem Wege einfacher Alkoholextraktion darzu- 
stellen, fiihrten ihn zu dem Ergebnisse, dab neben dem Harn- 
stoff noch eine zweite fettige Substanz vorhanden sei, die 
sich zum Unterschiede vom Harnstoff mit tibermangansaurem 
Kali leicht oxydiere und oxydiert in Amylalkohol vollstindig 
unloslich set. 

Diese Substanz, an Menge ungefiihr dem Harnstoffe gleich, 
sei bei allen bisherigen Methoden der Harnstoffbestimmung 
mitbestimmt worden. Der wirkliche Harnstoffgehalt des mensch- 
lichen Harnes sei demnach bisher iiberschiitzt worden und das 
durch die Erkenntnis des wahren Harnstoffgehaltes entstandene 
Detizit set dureh die bisher unbekannte, fettige Substanz de- 
Alkoholextraktes gedeckt, deren Untersuchung Herr Dr. Moor 


1) Moor, Zeitschr. f. Biologie, Bd. 44, 8. 121, 1902. 
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in einer zweiten Mitteilung verspricht. Diese Resultate sind 
natiirlich recht tiberraschend, und es hat mich daher mein hoch- 
verehrter Chef, Herr Prof. Dr. R. v. Jaksch, mit der Aufgabe 
betraut, dieselben nachzupriifen. 

Ich versuchte also, den Harnstoff des Harnes quantitativ 
und so rein als moéglich aus dem Harne zu isolieren. Der 
Weg, den ich dazu nach mehreren Vorversuchen, die ich 
iibergehen will, einschlug, war folgender: 

25 cem Harn wurden mit 25 cem der von Morner- 
SjOquist angegebenen Barytmischung ausgefiillt und mit 
500 com einer aus 2 Teilen absoluten Alkohols und 1 Teile 
iiber Natrium destillierten Athers bestehenden Mischung  ver- 
setzt, durchgeschiittelt und mindestens 24 Stunden stehen ge- 
lassen. Dann wurde filtriert, der Niederschlag mit derselben 
Alkohol-Athermischung gewaschen und das Filtrat nach Zusatz 
von Magnesia usta bei einer 60° nicht iibersteigenden Tem- 
peratur verdampft. Der Abdampfriickstand wurde mit warmem 
Alkohol extrahiert, der Extrakt wieder bei ca. 55 ° eingedampft. 
Der Riickstand, fast ganz aus Krystallen bestehend und nur 
ganz schwach briunlich gefiirbt, wurde in wenig Wasser gelost 
und mit etwas frisch ausgegliihter Tierkohle entfirbt. Nach 
abermaligem Eindampfen und Wiederaufnehmen mit Wasser 
wurde nach dem Abdampfen des groften Teiles desselben 
langsam im evacuierten Schwefelsiiureexsiccator auskrystalli- 
sieren gelassen. 

Der Riickstand bestand ganz aus nadelfOrmigen Krystallen. 
Er wurde nach wochenlangem Trocknen im = Schwefelsiiure- 
exsiccator bei Bruttemperatur und nachherigem ganz kurzen 
Trocknen bei 110° wasserfrei erhalten und so gewogen. 
Schone, reine und ganz farblose Krystalle ohne irgend welche 
sichtbare Zwischensubstanz wurden nur dann erhalten, wenn 
vollstiindig reiner, ohne Riickstand verdampfender Alkohol 
absolutus und iiber Natrium destillierter Ather verwendet wurden. 

Die Krystalle waren, wie schon gesagt, vollstiindig 
farblos. Eine amorphe Masse, in der sie etwa_ eingebettet 
gewesen wiiren, konnte auch mikroskopisch nicht entdeckt 
werden. Beim Erhitzen trat jedoch neben starker NH,-Ent- 
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wicklung eine leichte briitunung sowie ziemlich intensiver, urinOser 
Geruch auf, bei weiterem Erhitzen blieb neben fast nur aus 
C)Na mit einer Spur Cl,Ba bestehender Asche ein wenig Kohle 
zurtick (Harnstoff verbrennt ohne Kohleausscheidung). Mit 
konzentrierter Schwefelsiure erhitzt, trat nur eine ganz leichte 
briunung derselben ein. bei einer Vergleichsprobe mit einem 
halben Milligramm Stiirke trat intensive Kohleausscheidung, 
mit einem halben Milligramm Harnsiiure eine etwas stirkere 
brauntirbung ein, als der aus 5 ccm Harn (Nr. 12) dargestellte 
Harnstoff mit der gleichen Menge konz. Schwefelsiiure gab. 
‘Vollstindig reiner Harnstoff fiirbt beim Erhitzen mit Schwefel- 
siiure diese nicht braun.) Der Schmelzpunkt der gutgetrock- 
neten Krystalle war etwas niedriger (139°) als der des reinen 
Harnstoffs (Kochsalzbeimengung). 

Endlich reduzierte der aus 5 cem Harn (Nr. 12) dar- 
gestellte Harnstoff in neutraler LOsung eine Menge von ca. 0,005 ¢ 
Zincum hypermanganicum bei 40° C. im Verlaufe einer halben 
Stunde bei Uberschuf an dem Permanganatsalz. (Reiner 
Harnstoff reduziert unter diesen Bedingungen nicht.) 
Ks mub aber bemerkt werden, dafi eben diese Probe. nachdem 
sie 2% Stunden mit Permanganat in Bertihrung war, worauf 
dann der UberschuB. durch Alkohol zerstiért und der ausge- 
fallene braune Niederschlag abfiltriert war, nach dem Ein- 
dampfen bei 55°C. wieder ungefiihr ebenso stark reduzierte, 
sodah es gar nicht unmoeglich ist, dab auch die erste Reduktion 
auf Zersetzungs- oder Umwandlungsprodukte des Harnstofles 
zuriickzufiihren ist. 

Der aus Harn auf die oben angegebene, sehr einfache 
Weise dargestellte Harnstoff kann also nicht als absolut rein 
bhezeichnet werden, doch kann die Menge der Verunreinigung 
unmdglich mehr als einige Milligramme betragen, also sehr 
hoch gerechnet 1—2°/o des Harnstotfes. 

Was nun die gefundenen Zahlenwerte anlangt, so konnte 
erhalten werden 

I. aus 25 cem des Harnes Nr. 8: 

1. 0.5126 ¢ Krystalle mit 0.1040 g Asche, ein Fiinftel derselben 
verbrauchte nach Kjeldahl 10,6 cem na Siure. 
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Also auf 100 cem Harn ergab die direkte Wigung 1,634 2, die 


Berechnung aus der Stickstoffmenge nach Kjeldahl 1590 ¢ Harnstoff. 


2. 0.4744 ¢ Krystalle mit 0.0525 ¢ Asche und zufiillig genau dem- 


selben N-Gehalt wie bei 1. 

Also auf 100 ccm Harn durch direkte Wiigung 1,684 g¢, nach der 
Berechnung aus dem Stickstoffgehalt 1,590 ¢ Harnstoff. 

Il. aus 25 ecm des Harnes Nr. 12: 

0.5931 g Krystalle mit 0,0500 g Asche, ein Fiinftel derselben ver- 
braucht nach Kjeldahl 9 cem Séure. 

Also auf 100 ccm Harn ergab die direkte Wiagung 1,372 ¢, die 
Berechnung aus der Stickstoffmenge der dargestellten Krystalle nach 
Kjeldahl 1.350 ¢ Harnstoff. 

Die Krystalle waren schwefelfrei. 

Es ergibt sich also auch aus diesen Zahlen eine Ver- 
unreinigung von ca. 2°%o des auf obige Weise aus Harn dar- 
gestellten Harnstoftfes. 

Wenn wir nun die Menge dieses Harnstoffes mit der 
nach Moor ermittelten vergleichen, so wurden im Harn Nr. & 
direkt dargestellt ca. 1,6°'0, nach Moor 1,4°% 0, bei Harn 
Nr. 10 direkt dargestellt 1,3°0, nach Moor 1,12°/0 gefunden. 

Daraus ergibt sich der Schluf, dai nach Moors Methode 
ein Teil des Harnstoffes verloren geht. Nur der einzige 
Einwand wire moglich, dafi neben dem gewohnlichen Harnstott 
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noch eine krystallisierte Verbindung von fast gleichem N-Gehalt 
vorhanden sei. Schwefelharnstoff ist ausgeschlossen, da beim 
Verpuffen mit Soda und Salpeter iiber der Spiritusflamme kein 
Schwefel nachzuweisen war. 

Die Ursache dieses Verlustes diirfte darin liegen. dal 
Ubermangansiiure in alkalischer Lisung wohl reinen Harnstoff 
in kiirzerer Zeit nicht oxvdiert, denselben aber in einem so 
komplizierten Gemisch, wie im Harne, doch leichter angreift. 

Als Analogon will ich nur das eine, jedem Chemiker be- 
kannte Phiinomen anfiihren, dali beim Titrieren von Oxalsiiure 
in heifer, saurer Losung mit tibermangansaurem Kali die 
erste Portion der ‘Titerfliissigkeit eine geraume Zeit, oft 
bis 30 Sekunden nicht reduziert wird, wiihrend spiiter, nachdem 
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die Reaktion einmal eingeleitet ist, die Reduktion momentan 
stattlindet. 

Inwieweit die bisher bekannten und getibten Harnstoff- 
bestimmungsmethoden dem wahren Harnstoffwert des Harnes 
entsprechen, kOnnen meine obigen Versuche nicht entscheiden. 
Die dargestellte Menge betrug bei Harn Nr. 8 85°/o, bei Harn 
Nr. 12 92°,9 der nach Schéndorff ermittelten Menge. Wenn 
man die letzteren als die wahren Harnstoffwerte ansihe, er- 
giibe daher meine Darstellung einen Verlust von 15 resp. 8° 0. 

Kinige vergleichende Bestimmungen nach den Methoden 
von Liebig-Pfliiger, Morner-Sjoqoist und Schondorff 
in der Modifikation v. Jakschs!) ergaben konstant die héchsten 
Werte nach Liebig-Pfliiger, die miedrigsten nach Schon- 
dorff, wiihrend die Resultate nach Mérner-Sjéqoist in der 
Mitte stehen. 

Moors Methode ergibt konstant kleinere Werte, relativ 
zu den Werten nach den anderen Methoden sehr unregel- 
miibige Werte, trotzdem die Harne 5—12 von demselben 
gesunden Individuum stammen. 

Auch mehrere Bestimmungen aus ein und demselben 
Harne ergaben kein konstantes Resultat. Es fallen die an- 
gefiihrten Tatsachen sehr zugunsten der oben angedeuteten 
Verhiiltnisse in die Wagschale. 

Beziiglich der  <Ausfiihrung der Moorschen Methode 
mul ich erwiihnen, dali ich den Abdampfrtickstand des oxv- 
dierten Harnes nicht direkt mit Amyl-Atylalkohol versetzte, 
weil sich dabei derselbe in eine schmierige Masse verwandelte, 
die sich mit der Alkoholmischung kaum quantitativ extrahieren 
lift. Nach 12stiindigem Trocknen des Riickstandes  tiber 
Schwefelsiiure hingegen konnte er mit der Alkoholmischung 
zu cinem —sziemlich feinen’ Pulver verrieben werden, 
das mit der kleinen Alkoholmenge sicher quantitativ extra- 
hiert werden konnte.?) Diese Modifikation erklirt auch, wie 
ich glaube, die im Vergleiche zu Moors Resultaten relativ 
hohern Werte, die ich erhalten habe. 

1) Jaksch, Zeitschr. f. klin. Medizin, 47, 4 1902. 

2) Damit entfillt der Einwand Folins (Diese Zeitschr., Bd. XXXVIL, 

1902/3, S. 549). 
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In der folgenden Tabelle sind die Resultata der ver- 
gleichenden Harnstoffbestimmungen kurz zusammengestellt. 


Pfliger SyOqoist 
| | 
1 | | 1.155 0.76 
20 1,104 | 1.125 | 1.095 0.70 
| 132 | 1335 | 1305 | 1,08 
| 1108 | 1095 | 1,005 0,88 
5 2208 1.58 
— 2,880 | | 1,32 
7 | 3.518 | 3,228 3.075 | 1,00 
— | 192 | 1872 | 41,50 
9 | | 1.613 1,20, 1,24, 1,30 
10 | [S896 | 1.695 1.640 | 1.50 
| 2.352 | 2 280 2.250 | 1.30 
2 4566 1475 1470 | 1,12 
| | 


Nach diesen Zahlen und den Resultaten der direkten 
Harnstoffbestimmung sind wohl die Werte nach Schéndorff 
die richtigsten. Da diese Methode jedoch, wie ich aus eigener 
Erfahrung weib, in der Anwendung auf den Harn, wie sie an 
der Klinik Prof. v. Jakschs geiibt wird, recht kompliziert ist, 
wihrend die beiden anderen, viel einfacheren (Liebig-P fliiger 
und Moérner-Sjéqoist) so ziemlich die gleichen Resultate 
geben, so empfehlen sich die letzteren fiir die klinischen Be- 
obachtungen, wiihrend Schéindorffs Methode  vorliufig fiir 
wissenschaftliche Untersuchungen als die richtigste Methode 
angewendet zu werden verdient. 

Belege. 

1. Liebig-Pfliiger. 50 cem Harn +- 24 ccm Barytmischung, 
j0 eem der Filtration mit 24 cem Silberlésung f. 27 cem des chlorfreien 
Filtrates, 13 cem Quecksilberlésung, Neutralisieren mit CaCO. 

Mérner. 5 cem Harn verbrauchen 7.9 resp. 7,9 cem Siiure. 

Schéndorff. 20 cem Harn mit 40 cem Phosphorwolframsiure 
gefallt. 15 cem (= 4 cem Harn) verbrauchen 7,75 resp. 7,65 com nja Siiure. 

Moor. 3,8 cem. 
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2. Liebig-Pfliiger. 30 ccm Filtrat mit 18 cem Ag-Loésune, 
24 ccm verbrauchen 12 cem Hg-Lésung (CaCO, zur Neutralisation). 

Morner. 5 cem Harn verbrauchen 7,55 resp. 7,49 Siure. 

Schéndorff. 20 cem Harn + 40 ccm Phosphorwolframsiiure, 
16 ccm verbrauchen 7,3 resp. 7,3 cem n/4 Saure. 

Moor. 3.5 cem. 

3. Liebig-Pfliiger. 30 cem Filtrat mit 25 cem Ag-Lésung, 
27.5 cem verbrauchen 14.3 cem Hg-Lésung (CaCO, Neutralisation). 

Moérner. 5 cem Harn verbrauchen 8.99 resp. 8,8) ccm n 4 Saure. 

Schéndorff, 20 cem Harn mit 48 ccm Phosphorwolframsiure, 
17 cem verbrauchen 8,7 resp. 8,7 cem nj4 Saure. 

Moor. 85,4 cem. 

4. Liebig-Pfliiger. 30 ccm Filtrat mit 25 ccm <Ag-Lésung, 
27.0 com verbrauchen 12.5 cem Hg-Lésung (CaCO, zur Neutralisation). 

Moérner. 5 cem Harn verbrauchen 7.3 resp. 7,3 ccm njs Siure. 

Schéndorff. 20 cem Harn + 40 cem Phosphorwolframsaure, 
15 cem (== 5 com Harn) verbrauchen 6,7 resp. 6,7 cem nia Saure. 

Moor. 4,4 cem. 

Liebig-Pfliiger. 30 cem Filtrat mit 30 cem Ag-Lésung, 
30 cem verbrauchen 23.5 cem Hg-Loésung (CaCO, zur Neutralisation). 

Moérner. 5 cem Harn verbrauchen 15,1 resp. 15,3 ccm. n/a Saure. 

Schéndorff. 20 cem Harn + 68 cem Phosphorwolframsiure, 
22 cem verbrauchen 15,0 resp. 14,8 cem n/s Siiure. 

Moor. 7.9 cem. 

6. Mérner. 5 cem Harn verbrauchen 19.0 ecm n/s Séure. 

Moor. 6.6 cem. 

7. Liebig-Pfliiger. 30 eccem Filtrat mit 45 cem Ag-Losung, 
37.9 cem verbrauchen 33,5 ccm Hg-Lésung (CaCQO,). 

Mérner. 5 Harn verbrauchen 21.5 resp. 21.5 Saure. 

Schéndorff. 20 cem Harn + 68 cem Phosphorwolframsaure, 
22 ccm verbrauchen 20,2 resp. 20,2 cem n/s Saure. 

Moor. 5.0 cem. 

8. Morner. 5 cem Harn verbrauchen 12,8 resp. 12,7 ccm n/4 Siiure. 

Schéndorff. 20 eem Harn + 60 cem Phosphorwolframsiure, 
20 ccm verbrauchen 12,4 resp. 12,2 ecm na Saure. 

Moor. 7,0 ccm. 

Darstellung 1: 25 cem Harn gaben 0.5126 g_ krystallisierte 
Substanz. Dieselbe wurde in 25 ccm Wasser gelést. Je 5 ccm dieser 
Liésung gaben 1. 0.0208 ¢ Asche, 2. und 3. verbrauchten je 10.6 resp. 
10,6 com ns Séure, 4. reduzierten ca. 5 mg Zinkpermanganat. 

Darstellung 2: 25 cem Harn gaben 0474+ g krystallisierte 
Substanz. Dieselben wurden in 25 ccm Wasser gelist. Je 5 ccm diese! 
Lisung gaben 1. 0.0105 ¢ Asche, 2. und 3. verbrauchten je 10,6 resp 
10.6 ccm na Siiure. Diese Bestimmung ist nicht so genau als die erste, 
da die Krystalle nicht solange getrocknet wurden. 
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9 Liebig-Pfliiger. 30 cem Filtrat mit 52 cem Ag-Lésung, 
41 ccm verbrauchen 19.0 cem Hg-Lésung. 

Morner. 5 cem Harn verbrauchen 11.2 cem na Siiure. 

Schéndorff. 20 cem Harn + 60 cem Phosphorwolframsiure, 
20 ccm verbrauchen 10.8 resp. 10,7 ccm nj Siiure. 

Moor. Parallelbestimmungen. 6,0, 6.2, 6.5. 

10. Liebig-Pfliger. 30 ccm Filtrat mit 380 cem Ag-Loésung, 
30 ccm verbrauchen 21.3 ecm Hg-Loésung. 

Moérner. ccm Harn verbrauchen 11,4 resp. 11,2 cem Séiure. 

schondorff. 20 cem Harn mit 60 cem Phosphorwolframsiiure, 
20 ccm verbrauchen 11.0 resp. 11,0 cem nj 4 Siiure. 

Moor. 7.5 cem. 

Liebig-Pfliiger. 30 cem Filtrat mit 380 cem Ag-Lésung, 
30 ccm verbrauchen 24 cem He-Lésung. 

Moérner. 5 cem Harn verbrauchen 15,3 resp. 15,1 cem n 4 Siéure. 

Schéndorff. 20 cem Harn mit 64 cem Phosphorwolframsiure, 
21 ccm verbrauchen 14.95 resp. 15,05 ccm njs Saure. 

Moor. 6,5 cem. 

12. Liebig-Pfliiger. 30 cem Filtrat mit 31,5 cem Ag-Losung, 
30,7 ccm verbrauchen 18,4 ccm Hg-Lésung und 17,9 ccm Na,CO,-Lésung. 

Morner. 5 ccm verbrauchen 10,1 ccm Saure. 

Schéindorff. 20 cem mit 52 cem Phosphorwolframsiiure, 18 cem 
verbrauchen 9,8 resp. 9.8 ccm n/s Saure. 

Moor. 5.6 cem. 

Darstellung: 25 ecm Harn gaben 0.3931 ¢g Krystalle. Diese 
wurden in 25 ccm Wasser geldst. Je ein Fiinftel dieser Loésung gab 
1. 0,0100 ¢ Asche, 2. und 3. verbrauchte 9.0 ccm resp. 9,0 n 4 Siiure, +4. gab 
nach Schmelzen mit Soda und Salpeter keinen Schwefelsiiureniederschlag. 
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Uber Antialbumid und die Frage iber die Antigruppe im 
Eiweifmolekiil. 


Von 


Th. Rotarski. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der medizinischen Hochschule fiir 
Frauen zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1903.) 


In der Chemie der Eiweifikérper hat sich besonders nach 
den Arbeiten Kiihnes die Vorstellung von der Priiexistenz 
zweier grofier Grundkomplexe im Eiweifmolekiil, der sogenannten 
Hemi- und der Antigruppe, gellend gemacht. Als besondere 
Kennzeichen dieser Gruppen nimmt man ihre verschiedene 
Widerstandsfiihigkeit verschiedenen chemischen Agentien und 
Enzymen gegeniiber an. 

Diese Vorstellung stiitzte sich hauptsiichlich auf die von 
Kiihne ausgesprochene Ansicht, dai das durch Pepsinverdauung 
sich bildende Pepton aus Hemi- und Antipepton besteht, und bei 
der darauffolgenden pankreatischen Verdauung dieses gemischten, 
sogenannten Antipeptons das Hemipepton sich unter Bildung 
von Aminosiiuren weiter spaltet, das Antipepton dagegen un- 
veriindert bleibt. Jetzt aber, wo es zur Gentige bewiesen ist, 
dafi das, was friiher Antipepton genannt wurde, nichts als ein 
Gemenge von verhiiltnismifig einfachen Substanzen ist, ist 
auch die Hauptstiitze der Theorie gefallen. Auber der Anti- 
peptonbildung fiihrte Kiihne zugunsten seiner Theorie noch 
die unter dem Einfluj der Siiuren aus Eiweif! erfolgende 
Bildung von Antialbumid an, einem K6rper, welcher einige 
Ahnlichkeit mit dem Hemiprotein von Schiitzenberger und 
dem Parapepton von Meifbner aufweist. AuBerlich gleicht 
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das Antialbumid auch denjenigen Niederschliigen, welche sich 
in den konzentrierten Lésungen der Albumosen unter Ein- 
wirkung von Magensaft bilden;!) deswegen haben Salaskin 
und Maria Lawrow?) in ihrer sich auf diese Niederschliige 
beziehenden Arbeit (sie nannten dieselben Labalbumosen) auf 
die Notwendigkeit eines eingehenderen Studiums des Anti- 
albumids hingewiesen. 

Aus diesen Griinden unternahm ich auf Veranlassung 
und unter der Leitung des Herrn Professors Salaskin die 
Sereitung des Antialbumids zwecks Analyse und Untersuchung 
der Spaltungsprodukte. Die bei der erstmaligen Gewinnung 
des Antialbumids beobachteten Tatsachen noétigten aber, von 
den geplanten Arbeiten Abstand zu nehmen, und lieben die 
Vermutung aufkommen, dai das Antialbumid fiir ein sekundiires 
Produkt gangbarer Laboratoriumprozeduren anzusehen _ ist. 
Bevor ich ein bestimmtes Urteil ausspreche, werde ich die 
erhaltenen Versuchsergebnisse anfiihren. 

Das Antialbumid bereitete ich aus Hiihnereiweil genau 
nach der Methode von Kihne.*) Im ersten und zweiten 
Versuch wandte ich krystallinisches Eieralbumin an, welches ich 
nach Hopkins‘) bereitete; im dritten Versuch wurde Eiweil), 
wie es unmittelbar aus dem Ei bereitet wird, angewandt. 

Versuch 1. 33 g krystallisierten Eieralbumins wurden 
durch Hitze coaguliert, gewaschen und Kiihne 
verarbeitet. Das durch Einwirkung von Séure  erhaltene 
Produkt wurde mit Magensaft von den nach Prof. J. Pawlow 
operierten Hunden verdaut. Es wurde ungefihr 0,5 g Anti- 
albumid erhalten. 

Versuch 2. Krystallinisches, aus 100 Eiern gewonnenes 
Albumin wurde in Wasser gelist und die Losung in zwei 
gleiche Portionen geteilt. Die eine von ihnen wurde erhitzt, 

1) Okunew, Inaug.-Diss., St. Petersburg 1895; Sawjalow, Pfliigers 
Archiv, Bd. 85, S. 171: Kurajew, Hoffmeisters Beitr., Bd. I, S. 121. u. 
Bd. S. 401. 

2) Diese Zeitschr., Bd. XXXVI, S. 277. 

3) Zeitschr. f. Biologie, N. F., Bd. 1 (1883), S. 165 u. ff. 

4) Journ. of Physiol., Bd. XXV, 8. 306. 


DD4 Th. Rotarski., Uber Antialbumid ete. 


das koagulerte Eiweif filtriert und von den Salzen durch 
Auswaschen befreit. Die andere wurde dialysiert. Beide 
Portionen wurden alsdann auf die gleiche Art verarbeitet und 
die Verdauung wurde mit demselben Safte ausgefiihrt. Mit 
einem Wort, es wurde in beiden Fiillen bis in alle Einzelheiten 
auf die gleiche Weise verfahren, nur dafi in einem Falle das 
Kiweil} zuerst durch Hitze koaguliert wurde und im andern 
dieses ausblieb. Im ersten Falle wurden 0,5 ¢ Antialbumid 
erhalten, im andern jedoch gar keins. 

Versuch 3. Eiweif, unmittelbar aus 59 Eiern gewonnen, 
wurde durch Hitze koaguliert und wie frither verarbeitet. Es 
wurde 1 @ Antialbumid erhalten. 

Weitere Versuche in dieser Richtung zu machen, schien 
mir unnotig: sie zeigen ganz bestimmt, dali die Ausbeute an 
Antialbumid bei diesen Bedingungen iiuberst gering ist und 
dah in dem Falle, wo das Eiweifi nicht vorher koaguliert wurde, 
gar kein Antialbumid entsteht. Es ist klar, dab, je durch- 
greifender das Eiweil} vorher denaturiert wird, desto 
auch die Ausbeute an Antialbumid wird. Seine Bildung kann 
darum nicht als ein Hinweis auf die Priiexistenz einer be- 
sonderen Antigruppe im Eiweilimolekiil gedeutet werden. sie 
beruht lediglich auf Nebenreaktionen, welche bei der be- 
treffenden Gewinnungsart eingeleitet werden. 

Fassen wir nun ins Auge die am Antialbumid beobach- 
teten ‘Tatsachen, weiter, dali das Antipepton kein chemisches 
Individuum, sondern ein Gemenge verschiedener Substanzen 
ist, und zuletzt, dai bei gewissen Bedingungen das Eiweif bis 
zum giinzlichen Verschwinden der biuretreaktion durch Pankreas- 
saft gespalten wird, so gelangen wir zum Schlusse, dab kein 
Grund vorhanden ist, von der Priéexistenz einer Antigruppe 
und Hemigruppe im Eiweifimolekiil zu reden. Diese Lehre 
mul ganz beseitigt werden als eine unzutreffende und den 
experimentellen Ergebnissen widersprechende. 
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Eine Verscharfung der Seliwanoffschen Reaktion. 
Von 
Heinrich Rosin. 


Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5, Mai 1903.) 


Durch folgende Modifikation gelingt es, die Seliwa- 
noffsche Reaktion zu verschiirfen und zugleich eindeutig fiir 
den Nachweis von Ketozuckern zu gestalten: 

In der zu untersuchenden Fliissigkeit stellt man zuniichst 
durch Kochen mit gleichen Teilen Salzsiiure und einigen Korn- 
chen Resorcin die Seliwanoffsche Reaktion an. Ist die 
charakteristische Rotfarbung eingetreten, so setzt man zu der 
erkalteten Fliissigkeit soviel kohlensaures Natron hinzu (in 
Substanz oder in Lésung), bis kein Aufbrausen mehr eintritt. Die 
hiernach heller, orangefarben, aber triibe gewordene alkalische 
Fliissigkeit wird nunmehr mit Amylalkohol kriiftig ausgeschiittelt. 
Dieser nimmt einen roten Farbstoff auf, der einen Stich ins 
Gelbliche zeigt, schwach griin fluoresziert und durch Zusatz 
einiger Tropfen absoluten Alkohols rein rosarot wird. Der 
Farbstoff gibt ein sehr charakteristisches Spektrum auch 
bei erheblicher Verdiinnung. Diinne Losungen zeigen einen 
einzigen Streifen im Griin bei der Linie E bis hin zu b; 
etwas konzentriertere Losungen zeigen diesen Streifen sehr 
dunkel und tiber beide Linien etwas hinausgehend, sowie 
schiirfer begrenzt, und auferdem noch einen zweiten schwachen 
und unseharf begrenzten im Blau bei der Linie F. Kon- 
zentrierte Losungen absorbieren das Spektrum vom Griin an. 
Ein Zusatz von Alkohol, welcher die Farbe, wie erwiahnt, von 
rotgelb in rosarot verwandelt, bewirkt auch ein scharferes 
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Hervortreten des Streifens im Griin. Umgekehrt kann man 
die spektroskopischen Streifen giinzlich aus der amylalkoholischen 
Losung des Farbstoffes herausbringen, wenn man sie mehrfach 
eriindlich mit destilliertem Wasser ausschiittelt, wobei gleich- 
zeitig die Fiirbung des Amylalkohols sich in gelbrot verwandelt. 
Fiigt man nach dem Auswaschen jeder Spur von Alkali 
etwas Alkohol hinzu, so tritt kein Streifen mehr auf. Der- 
selbe kehrt aber wieder, wenn man den Amylalkoholextrakt 
mit Sodalosung schittelt, wobei gleichzeitig die alte rote, 
schwach  griin fluoreszierende Firbung autftritt. Verdunstet 
man die gut gewaschene, amylalkoholische Losung auf dem 
Wasserbade, so libt sich der farbige Riickstand mit Alkoho! 
aufnehmen. Derselbe lost sich in Alkohol mit gelbroter Farbe 
und gibt nach Zusatz von kohlensaurem Natron wieder das 
Spektrum des Farbstoffs, dessen weitere Untersuchung ich mir 
vorbehalte. 

In der so angegebenen Modifikation ist die Reaktion 
iiuberst empfindlich und zugleich charakteristisch fiir 
Ketosen, von denen ich auber Fructose noch Sorbose unter- 
suchte. Auch das salzsaure Glucosamin zeigte die Reaktion 
(schwach), entsprechend einer Beobachtung Friedrich Miillers.') 
Und sie gestattet, anderweitige Rotfiirbungen, die beim Kochen 
anderer Substanzen mit Salzsiiure und Resorcin’ entstehen, 
von denjenigen zu unterscheiden, welche die Ketosen ergeben, 
da bei der angegebenen Behandlung typische spektro- 
skopische Bild nicht auftritt. 

Die Reaktion diirfte daher an Stelle von zeitraubenderen 
Darstellungsmethoden von Fruchtzucker als einwandsfrei dann 
zu empfehlen sein, wenn es sich nur um qualitativen Nach- 
weis von Fruchtzucker und anderen Ketozuckern handeit. 


1) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 42, 1901, S. S11. 


ip, 

| 


Familiare Cystindiathese. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem [. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1903.) 


Herr Prof. Kaufmann in Basel, dessen  freundliches 
Entgegenkommen mir die in folgender Mitteilung niedergelegten 
Untersuchungen erméglichte, fand bei der Sektion eines 21'/, 
Monate alten, unter den Erscheinungen einer allmiihligen 
Inanition verstorbenen Knaben die inneren Organe zum Teil 
in grobsichtbarer Weise von zahllosen weifen Punkten durch- 
setzt, zum Teil nur mikroskopisch dicht von Massen infiltriert 
(so die Leber), welche sich unter dem Mikroskope als Haufen 
teils rundlicher, teils eckiger Tafeln erwiesen. Herr Prof. 
Kaufmann demonstrierte mir den seltenen Fall, tiber welchen 
er an anderer Stelle genauer berichten wird, als eine seines 
Wissens einzig dastehende Form von Cystindiathese, da, soviel 
iim bekannt, eine solche Infiltration der inneren Organe mit 
Cystin noch nirgends beobachtet resp. nirgends beschrieben 
wurde. Er iibergab mir, da ich zur Zeit mit Untersuchungen 
iiber Cystin beschiiftigt war, ein Stiick der Milz zur genauen 
chemischen Analyse. Die Infiltration war in diesem Organe eine 
so massenhafte, dali dasselbe auf dem Schnitt auf das dichteste 
von triib-weifen Massen durchsetzt erschien, und bot daher 
Aussicht auf eine geniigend reiche Ausbeute zur sicheren 
Feststellung des wahrscheinlich gemachten Cystins. 

Die Krystalle lieben sich aus dem Gewebe leicht mit 
Ammoniak ausziehen und schieden sich beim Verdunsten des 
Losungsmittels in schénen, sechsseitigen Tafeln) ab. Beim 
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Kochen mit Alkalilauge trat bei Gegenwart von Bleiacetat 
Schwarzfiirbung ein. Es handelte sich also in der Tat sehr 
wahrscheinlich um Cystin. Sicher nachgewiesen wurde das- 
selbe auf folgende Weise: 

Die aus einem Stiick Milz durch Kochen mit Ammoniak 
isolierte Substanz wurde nach wiederholtem Umkrystallisieren 
in Ammoniak geliést und nach Zusatz von 2 ccm Normal- 
natronlauge mit 2 B-Naphthalinsulfochlorid atherischer 
Losung geschiittelt. Nach je 1!2 Stunden wurden dreimal je 
2 cem Normalnatronlauge zugegeben. Nach erfolgter Abtrennung 
der iitherischen Schicht wurde die Lésung filtriert, und hierauf 
mit Salzsiiure iiberséttigt. Es fiel ein dickflockiger Nieder- 
schlag aus. Derselbe loste sich in Wasser und kaltem absoluten 
Alkohol schwer, leicht dagegen in heifem absoluten Alkohol. 
Aus letzterem krystallisierte die Verbindung in flachen, zum Teil 
verbogenen Nadeln aus. Die Krystalle erinnern zum Teil an 
das ®-Naphtalinsulfoserin.') Die bei 100° getrocknete Ver- 
bindung zersetate sich bei 215° (unkorr.) zu einem braunen OL. 

Die Schwefelbestimmung gab folgendes Resultat: 


O,1102 g Substanz gaben 0.1652 BaSO, = 0.0224 g S. = 2052 
Berechnet fiir B-Naphtalinsulfocystin: C,,H,,5,N,0, 20,64 ° 


Ks handelt sich somit im vorliegenden Falle tatsiichlich 
um) Gystinausscheidungen in die Gewebe. Interessant ist, dal 


1) (fr. Emil Fischer u. Peter Bergell: Uber die B-Naphtalin- 
sulfoderivate der Aminosiiuren. Berichte der deutsch. chem. Gesellsch., 
Jahrg. 35, No. 17, 1902, S. 3784. 

2) Zum Vergleich wurde in ganz analoger Weise B-Naphtalinsulfo- 
eystin aus reinem Cystin (gewonnen aus Edestin) dargestellt. Die Eigen- 
schaften stimmten mit der obengenannten Verbindung vollkommen iiberein. 

O41102 ¢ Substanz gaben 0.2043 ¢ CO, und 0,0380 ¢ 

Berechnet fiir C,,H,S,N,0, 50,32 CG und 3,87 H. 

Gefunden 50,56 Cound 3,86 TH. 

O.2118 ¢ Substanz gaben 0.3146 g BaSO, = 0,0432 g S = 20,39 5. 
Berechnet 20,64 °/o. 
Schmelzpunkt 214° (unkorr.). 

Die auf dieselbe Weise dargestellte B-Naphtalinsulfoverbindung von 
aus einem Cystinstein isoliertem Cystin schmolz konstant erst bel 
226—230° (unkorr.). Weitere Untersuchungen missen dariiber aufklaren, 
ob dem verschiedenen Schmelzpunkte verschiedene Cystine zu Grunde liegen. 


Familiiire Cystindiathese. 


in derselben Familie schon zwei Kinder unter ganz denselben 
Erscheinungen gestorben sind. Das eine, ein Madchen, erreichte 
ein Alter von 91), Monaten, das andere, ein Knabe, starb 
17 Monate alt. 

Zwei Kinder, beides Knaben, leben noch. beide leiden, 
wie die Untersuchung des Urins ergab, an derselben Stoff- 
wechselanomalie, wie die verstorbenen Geschwister. 

Die Isolierung des Cystins erfolgte als B-Naphtalinsulto- 
verbindung, und zwar auf folgendem Wege. Der gesamte 
Tagesharn wurde filtriert, der auf dem Filter verbleibende 
Riickstand mit Ammoniak ausgewaschen, und das Waschwasser 
mit dem Filtrate vereinigt. 500 cem Harn wurden nun ent- 
weder direkt, oder besser nach vorherigem Einengen im 
Vacuum bei 40° C. mit + eem Normalnatronlauge versetzt, 
und hierauf 6—s Stunden mit einer dtherischen Loésung von 


, 


4 @ geschiittelt. Intervallen von 
1! 2 Stunden wurden je 3 cem Normalnatronlauge zugegeben. 
Nach Abtrennung der iitherischen Schicht wurde die wiisserige 
Losung mit Salzsiure tibersiittigt, der entstehende Niederschlag 
abfiltriert und nach Entfairbung mit Tierkohle wiederholt aus 
heifem Alkohol umkrystallisiert. 

Zur Priifung der Exaktheit der Methode wurde folgender 
Versuch ausgeftihrt. 500 cem Harn wurden mit 0,10 ¢ Cystin 
versetzt. Erhalten wurden 0,2 ¢ B-Naphtalinsulfocystin 0,07 
Cystin. Normaler Harn gibt mit B-Naphtalinsulfochlorid ent- 
weder gar keine Fiillung oder nur eine leichte Triibung. 

Aus 900 ecm des Harnes des 14 Monate alten Knaben 
Ernst wurden 0.30 ¢ B-Naphtalinsulfocystin isoliert — O11 g 
Cystin. Der gelblich-griine Harn reagierte sauer und besa) 
ein ziemlich bedeutendes Sediment. 

0.1080 ¢ Substanz gaben 0.1599 ¢ BaSO, = 0,0219 g S = 20,28 °o 3. 

Der Harn des zweiten Knaben Alfred (5! Jahre alt) 
reagierte gleichfalls sauer und setzte ein voluminéses Sediment 
ab. Tsoliert wurden aus 500 com Harn 0,56 ¢ B-Naphtalinsulfo- 
cystin = 0,22 g Cystin. 

91061 g Substanz gaben 0,1579 g BaSO, = 0,0217 g 5 = 20.45% 3. 
Es war nun von hohem Interesse, den Urin der Eltern 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie, NXXVIIL. 
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einer Untersuchung auf Cystin zu unterwerfen. Das Resultat 
war folgendes: 

Aus 500 cem Harn des Vaters der Kinder (34 Jahre 
alt) wurden isoliert 0,12 g B-Naphtalinsnifocystin 0,046 
Cystin. Schmelzpunkt 214 ° (unkorr.). Der reagierte 
sauer und zeigte kein Sediment. 

Der Urin der Mutter der Kinder ergab ein negatives 
Resultat, dagegen ergab derselbe mit Alkalilauge und Bleiacetat 
gekocht Schwarzfiirbung. Durch welche schwefelhaltige Ver- 
bindung dieselbe bedingt war, konnte nicht ermittelt werden. 

Kin positives Resultat ergab hingegen der Urin des Grof- 
vaters (miinnliche Linie). Alter 64 Jahre. Aus 500 ecm Urin 
wurden isoliert 0,18 g B-Naphtalinsulfochlorid = 0,07 g Cystin. ') 
Schmelzpunkt 215° (unkorr.). 

Der Urin der GroBmutter (ménnliche Linie) enthielt kein 
Cystin. 

Leider verhinderten iiufere Umstiinde eine quantitative 
Bestimmung der ausgeschiedenen Cystinmenge. Aus den 
gleichen Griinden konnte vorliufig die Untersuchung nicht aut 
weitere Glieder der Familie ausgedehnt werden. 

Aufer auf Cystin wurde auch in allen Fiillen auf Diamine?) 
geprift. Das Resultat war durchaus negativ. 

Der vorliegende Sektionsbefund macht es sehr wahr- 
scheinlich, dab das Cystin jenseits des Darmes sich bildet. 
Sehr wahrscheinlich handelt es sich um eine ganz spezi- 
fische Anomalie des Eiweibabbaus. Fiir diese Annahme 
spricht auch der folgende Versuch. 

Einem Stiick Milz wurde mit Ammoniak alles freie Cystin 
entzogen, und dasselbe hierauf mit rauchender Salzsiure (vom 
spez. Gewicht 1,19) 6 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. 


1) EK. Goldmann und EK. Baumann (Zur Kenntnis der schwefel- 
haltigen Verbindungen des Harns, Diese Zeitschr.. Bd. XII, 1888, S. 25+ 
geben an, daly der normale Harn ca. 0,01 g Cystin (oder einen cystin- 
iihnlichen Korper) enthalte. 

2) L. v. Udranszky u. E. Baumann, Uber das Vorkommen von 
Diaminen, sogen. Ptomainen bei Cystinurie. Diese Zeitschrift, Bd. XIII. 
1889, S. 562. 
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Nach dem Erkalten wurde die Lésung mit konz. Natronlauge 
bis zur schwach sauren Reaktion versetzt, und hierauf 12 
Stunden stehen gelassen. Der nach dem Filtrieren verbleibende 
Riickstand wurde in 10°/oigem Ammoniak gelost, die LOosung 
mit Kisessig gefallt. Es schieden sich sechsseitige Tafeln aus, 
welche mit Bleiacetat und Alkalilauge gekocht Schwarztiirbung 
gaben. 

Von hohem Interesse ist die Tatsache der pro- 
gressiven Vererbung dieser Stoffwechselanomalie. In 
der miinnlichen Linie der Familie findet sich wiederholt Lungen- 
schwindsucht. Der Vater der Kinder leidet selbst an einer 
Lungenaffektion und an Verdauungsbeschwerden. Der Groli- 
vater leidet seit vielen Jahren an chronischen Verdauungs- 
beschwerden und an Rheumatismus. der weiblichen 
Ascendenz findet sich ebenfalls wiederholt Lungenschwind- 
sucht. bBlutsverwandtschaft ist nicht vorhanden. 

Die nur durch dubere Umstiinde abgebrochene Arbeit 
soll fortgesetzt werden. 
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Uber die Schwefelbestimmung im Harn mittels Natriumperoxyd. 
Von 
Dr. G. Modrakowski. 


Aus dem hygienischen Institut der Universitat Lemberg. Vorstand: 
Professor Dr, St. Bondzynski.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1903.) 


Glaser?) verdffentlchte dem Vorschlage Hoehnels folegend 
Jahre eme neue «Methode des AufschlieBens von 
Pyriten vermittelst Natriumsuperoxyds>.  Spiiter wurde die- 
<elbe von Asbéth?) gepriift und bald darauf von demselben 
Autor3) auch zur Bestimmung des Schwefels in organischen Ver- 
bindungen empfohlen. Auf Grund dessen wurde die Methode 
in die Anteitung zur qualitativen und quantitativen Analyse 
des Harms) von Neubauer und Vogel, Aufl. 1897, 729, 
aufgenommen mit dem Bemerken, dab sie zwar noch nicht auf 
den Thun angewendet worden wire, aber wahrscheintich leicht 
ausfihrbar sen im Hinblick auf die der bis- 
herigen Bestimmungsweisen des sogen. neutralen Schwelels 
erschien es daher von Wert, das Verfahren ins seiner Anwend- 
barkert auf den Harn zu priifen und eventuell zweckentsprechend 
zu modifizieren, 

Hervorheben méechte ich noch, dab bereits Diiring!) «die 
Hoehnel-Glasersche Methode) zur Bestimmung des Schwetfels 
In Tierhaaren und Hufen benutzte. Auch auf den Harn wurde 
dieselbe von Lang?) angewandt. Dieser Autor gibt) jedoch 
weder cine Beschreibung des Verfahrens noch Kontrollanalysen 


Chemiker-Zeitung, Nr. 75, S. 1448. 

Chemiker-Zeitung, [895, Nr. 27, S. 

Chemiker-Zeitung, Nr. S. 2041. 
Diese Zeitsehr., Bd. S. 280, 

Diese Zeitschr., Bd. XNIX, S, 300. 
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an und bemerkt nur «in den Harnen wurde der Gesamtschwete! 
nach v. Asboéth bestimmt». Letzterer gibt foleende Beschreibung 
der Methode: «In eimem Nickeltiegel wird 1 gepulverte Sub- 
stanz mit LO calcinierter Soda und 5 g Natriumperoxyd ge- 
mischt und die Mischune mittels einer kleimen Flamme erwiirmt, 
sodaii der Tiegel von derselben nicht bertihrt wird. Wenn die 
Mischung zusammensintert und zu schmelzen beeimnt, verstirkt 
man die Flamme und erhitzl so lange, bis die Schmelze diinn- 
fliissig geworden Ist. Es ist notwendig, die Menge des Natrium- 
carbonats und des Natriumsuperoxyds in den vorgeschriebenen 
Verhiltnissen anzuwenden, da unter anderen Bedingungen leicht 
Verpuffung eintritt. Die erkaltete Schmelze wird mit) Wasser 
aufeecnommen, die Losung filtriert, bromhaltiger Salzsiiure 
angesauert und so lange gekocht, bis der Bromgeruch ver- 
schwunden ist. der so gewonnenen Losung kann man die 
schwefelsiure direkt mittels Chorbarvum bestimmen. Zur be- 
stimmung des organisch gebundenen Schwetlels in Fliissigkeiten 
rit v. Asboth, zuniichst nach Zusatz von 5 ¢ Natriumearbonat 
auf Sirupkonsistenz einzudampfen, dann 6 @ Natriumearbonat 
und 5 Natriumsuperoxyd hinzuzuliigen und bis zum Ver- 
brennen der organischen Substanz zu erhitzen. Die Weiter- 
behandlung ist dieselbe, wie oben angegeben, 

Dieses eben beschriebene Verfahren wandte ich zuniichst 
in unverdnderter Form auf den Urin an. Zur Kontrolle diente 
die Schmeizmethode mit Salpeter und Soda. Dabet ergab sich 
als Nebenbefund, das fiir diese Bestimmungsweise gewohn- 
lich angegebene Verhaltnis von 4% Teilen Salpeter auf 1 Teil 
Soda mit Vorteil dahin umgeindert werden kann, dali man 
1 Teil Salpeter auf etwa 2 Teile Soda anwendet. Ich arbeitete 
g 
soda und 3,0--4,0 Salpeter ausnahmslos eine schone gleich- 


stets mit 50 cem Urin und erhielt’ bei Zugabe von 6.0 


mibige Schmelze. Behufs sicherer Durchmischung erfolete der 
Salpeter-Soda-Zusatz immer zu dem uneingedampften Harn. Es 
ist dabei nur notwendig, den Abdampfritckstand durch mehr- 
stiindiges Trocknen bei 110° wasserfrer zu machen, um eine 
glatt und ruhig verlaufende Oxydation ohne jedes Verspritzen 
und ohne Feuererscheinung zu erhalten. Die Erhitzung der 
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Schale erfolgte stets mit emer kriftigen Benzinlampe, um den 
Ubertritt von Schwefel aus der Gasflamme zu vermeiden. Die 
diesem erzielten Resultate) stimmten gut mit den 
durch das unverinderte Hoehnel-Asbothsche Verfahren. er- 
halfenen Zahlen tiberein. Jedoch schien mir das damit ver- 
biundene starke und linger dauernde Erhitzen bis zum Gliihen 
dev Nickelschale nicht notwendig. Es zeigte sich, dab das- 
selbe ledigheh durch den Zusatz des Carbonates bedingt wird, 
dessen Sehmelzpunkt verhiiltnisméssig hoch leet. Ersetzt man 
es durch Atznatron, das bei niederer Temperatur schmilzt, 
sich die starke Erhitzune umgehen. Nach weiteren 
Proben stellte sich jedoch heraus, dab man ebenso e@ut und 
sicher mit allemiger Anwendung von Natriumsuperoxyd zum 
Zicle kommt. Bei allmiihlichem Zusetzen dieser Substanz tritt 
niemeals Verpuffung ein, und das nachfolgende Ansiuern mit 
Salzsiiure geht rascher und mit) geringerem Siureverbrauch 
yon statten, was immerhin beachtenswert ist, da diese wohl 
Spuren von Schwefelsiiure enthalt. Das Ansaduern des 
wWiisserigen Schmelzauszuges nahm ich anfangs mit Zusatz von 
Brom vor. Es ergab sich aber, dai dieser fiir die Schwefel- 
bestimmung im Urin iiberfliissig ist, was wiederum einen Ge- 
winn an Zeit) bedeutet. — stellt sich die Methode 
der Harnschwefelbestimmung mit Natriumsuperoxyd folgender- 
maben dar: In eine entsprechend grobe Nickelschale gibt man 
zuniichst Natriumsuperoxyd und 50 cem Harn aus 
der Pipette langsam darauf tropfen. Dabei findet nur miibiges 
Schiumen, kein Verspritzen  statt, dem man ausgesetzt ist, 
wenn man das Natriumperoxvd den schiittet. Nun 
dampft man die Fliissigkeit auf dem Wasserbade bis zur Sirup- 
konsistenz em und setzt dann vorsichtig weitere 2—3 @ Natrium- 
peroxyvd in kleinen’ Mengen unter Umriihren zu. Wenn die 
anfungs recht energische Reaktion ruhiger wird, entfernt man 
die Schale vom Wasserbade und erwiirmt mit einem kleinen 
Spiritusbrenner, bis die) sichtbare Entwicklung von Wasser- 
diimpfen authort. Dann erhitzt) man itiber einer starkeren 
Spirittustlamme, noétigenfalls unter nochmaligem Zusatz von 
| Natriumperoxvd. Die Masse bildet jetzt. braune Tropfen 
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und wird schheblich dickfliissig. Damit ist die Reaktion be- 
endet. Nach dem Erkalten l6st man die Schmelze in heibem 
Wasser, filtriert und siuert schwach mit Salzsiiure an. Dann 
kann man die Fiillung mit Chlorbaryum, wie gewOhnlich, vor- 
nehmen. Zu beachten ist, dab das Filtrat absolut) wasserklar 
sein mub. fst das nicht der Fall, so erhiilt man stets einen 
stark verunreinigten Niederschlag von Barvumsulfat. Beobachtet 
man jedoch diese Vorsicht, so ist) ein weiteres Reinigen der 
Niederschlage unnotig (vergl. Analyse Nr. 5). Die Methode 
in dieser Ausftihrung empfiehlt sich als genau, bequem und sehr 
rasch ausfiihrbar. Die Oxvdation nach dem Abdampfen 
nicht mehr als 5 Minuten in Anspruch. Der einzige Nachteil, 
den ich anderen Autoren entgegen empfand, ist, dali die Nickel- 
schalen durch das Natriumperoxyd etwas angegriffen werden, 
gleichgiltig ob man es mit Soda oder Atznatron vermischt oder 
es allein zur Anwendung bringt. Doch ist dieser Ubelstand 
nicht grob, da man von dem ausgeschiedenen Nickel abfiltriert. 
In Porzellanschalen ist die Methode nicht ausfiihrbar, da die 
Glasur derselben dabei sofort zerstOrt) wird. 
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Analysen. 


Mit «A» sind die durch die Schmelzmothode mit Salpeter 
und Soda erhaltenen Zahlen bezerchnet. Mit <b die mit Natrium- 
superoxvd erzielten. saimtlichen Bestimmungen wurden je 
DO com aus der 2¢stiindigen Harnmenge verschiedener Personen 
verwendet. 


Ana- Basd, 
lysen- Bemerkungen auf b beziiglich B angesiiuert ri! 
nummer A A 


| 0.2300 0.2305 0.0788 0.0790 Zusatz von ds ¢ NakCO,+-42¢Na,0, HC! Brom 


0.2264 0.2260 0.0776 0.0775 Zusatz von 8 g NaKCO, 4¢Na,O, Brom 
O.2685 0.0903 0.0908 Zusatz von 5 ¢ Na,O, allein Brom 

IV 0.0629 0.0639 Zusatz von 4¢ Na,O, allein HC! ohne 


014172 A und B durch Umsehmelzen mit 
NakCO, geremizt 


V) 0.8460 0.5470 O1186 OLLS9 Zusatz von 4g NaOH 5 Na,O, HCl ohne Bron 


VIL 0.3546 0.5540 O.1215 0.1213 Zusatz von 4 ¢ NaOH +62 Na,O, + Bro 


VIE O.8725 0.3752 0.1277 O1286 Zusatz von 4¢ Na O, allein | HCI ohne Brom 


| 0.2050 0.2084 0.0703 0.0697 Zusatz von ¢ Na O, allein | HCl ohne Brow 


0.2531] 0.0857 0.0867 Zusatz von 5g Na,O, allein’ | HC] + Brow 
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Uber die Wirkung des reinen Hundemagensaftes auf das 
Hamoglobin, resp. Globin. 
ZAweite Mitteilune). 
Von 
S. Salaskin und Katharina Kowalevsky. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratoriumy der medizinischen Hochschule fur 
Frauen und aus der chemischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle 
Medizin zu St. Petersburg). 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1903. 


Vorliegende Arbeit) bildet) eine) Fortsetzune der Unter- 
suchungen, welche der eine von uns begonnen hat!) und welche 
das Studium der bei protrahierter Einwirkung von Magensatt 
auf Eiweii entstehenden Endprodukte bezwecken. und 
untersucht wurden erste diejenigen) Korper. welche mit 
Phosphorwolframsiure nicht ausgefillt werden konnen, Das 
Studi der basischen Produkte wird Inhalt) weiterer 
Mitteilunven bilden. 

Von den die Einwirkune von Mavensaft auf Eiweil be- 
handelnden Literaturangaben interessieren uns nur diejenigen, 
welche die Frage, wie weit die Zersetzung des Eiweifmolekiils 
unter Einwirkune des von den Verdauungsdriisen des Mavens 
produzierten Eiweibenzyms?) geht, betreffen. Diese Frage gehort 
nicht zu den neuen. Vor 30 Jahren haben Lubavin’) und 


Stehe S. Salaskin. Diese Zeitschr., Bd. XXXIL (1901), S. 592. 

Wir vermeiden apbsichtlich den Terminus «Pepsin». Nach den 
Untersuchungen von J. Pawlow und S. Paraschtschuk darf man 
weder von Pepsin noch von Labferment, sondern ausschlieflich von 
der Pepsin- oder Labwirkung des von den Magendriisen produzierten 
Enzyms_ reden. 

) Lubavin, Med. chem. Unters. v Hoppe-seyler, Bd. IV (1871), 
403— ESD). 
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OOS S. Salaskin u. Katharina Kowalevsky. 


Wohtlenfeld?) festeestelit, dab ber der Einmwirkung von Magen- 
saft auf Eiweib unter anderm Leucin und Tyrosin entstehen, 
Auf diesen Untersuchungen fubend, sagt Hoppe-Seyler?) in 
Lehrbuche, dab «bei verlingerter Einmwirkung der Ver- 
danungstliissigkeit sich aus den Peptonen langsam  Leucin, 
Tyrosin’ und unbekannte Korper bilden>, faihre 
Hoppe-Sevler fort, «hat diese weitere Spaltung bei der 
Magenverdauung mit Unrecht bestrittent»  Kithne§) sagt an 
der Stelle, auf die Hoppe-Seyvler bezug nimmt: «Die Angabe, 
dab durch Pepsinverdauung Eiweibstoffe, namentlich das Casein, 
in Peptone eimerseits, in Leucin und Tyrosin andererseits zersetzt 
wiirden, beruht auf Trrtum. In den Arbeiten von Lubavin 
und von Mohtenfeld, welche es behaupten, ist) tibersehen, 
die Magenschleimhaut und besonders das daraus durch 
Glycerin extrahierte Rohenzym bedeutende Quantitiiten Leucin 
und Tyrosin bei der Aufl6sung verdiinnten Sauren geben, 
Casein, mit gereinigtem Pepsin vollstindig verdaut, gibt keine 
Spur Leucin oder Tyrosiny. Dank der Autoritét Kiihnes 
fabte die Ansicht, dab das sogenannte «Pepsin» Eiweifstoffe 
nur bis zur Bildung von Peptonen zerzetzt, Ful und fand in 
allen Lehrbiichern Aufnahme. 

Die Frage wurde durch die Arbeit von Lawrow.4) welche 
im Jahre 1897 aus dem Laboratorium von Prof, A. Danilewsky 
hervorgegangen ist, wieder auf die Tagesordnung gebracht. 
{2 ke der frischen, sorgfiiltig gewaschenen und vom Schleim 
und Fettgewebe befreiten Schweinemagen wurden mit 3d | 
O.6°oiger Salzsiure unter Zusatz von 175 com Chloroform 
und Thymol ungefiihr zwei Monate bei 40 —45° gehalten» 
OLD). Das neutralisierte Filtrat wurde im Wasserbade 
eingedickt, beim Erkalten) verwandelte sich das eingeengte 


1 Mohlenfeld, Pfliigers Arch., Bd. 5 (1872), S. 381—400. 
*) Physiologische Chemie. Berlin L881, 8. 228. 
Verhandl. d. naturhist.-mediz. Vereins zu Heidelberg. N. F. 1. Bd. 
1877), 237. 
‘) Uber den Chemismus d. peptischen u. tryptischen Verdauung 
des Frweifes. Inaug.-Diss. St. Petersb. 1897. Im Auszuge ist diese Arbeit 
in dieser Zeitschr.. Bd. (1898/99), S. 513, abgedruckt. 
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Filtrat in eine krystallinische Masse. Der zwischen FlieBpapier- 
bliittern sorgfaltig ausgeprebte und bet Zimmertemperatur ge- 
trocknete Niederschlag wog ca. 1,5 kg. Bei mikroskopischer 
Untersuchung fanden sich Leucinkugeln: die wiisserige Losung 
der Krystalle zeigte keine Millonsche Reaktion. Die erhaltenen 
krystallinischen) Produkte wurden erst) bedeutend  spiiter von 
Lawrow !) einer genauern Chemischen Untersuchung unterworfen, 
Hierbei konnte er Leucin, Amidovaleriansiiure, Asparagin- 
siiure, Tetramethylendiamin und Pentamethyvlendiamin 
ausscheiden. Dab diese Produkte, wenigstens der gréfte Teil 
derselben, wihrend der Selbstverdauung der Miigen entstanden 
waren, nicht aber in ihnen von vornherein enthalten waren, 
unterliegt unsrer Meinung nach keinem Zweifel:  bezweifelt 
konnte nur die Frage werden, ob man auf Grund von Ver- 
suchen, in welchen es sich um Selbstverdauung des Magens 
handelt, auch dem Magensafte die Fahigkeit, Eiweibstoffe bis 
zu krystallinischen Produkten zu zersetzen, zuerkennen kann. 
Diese Zweifel sind durchaus begriindete, da wir wissen, dah 
die Organe und Gewebe der sogenannten Autolyse unterliegen 
konnen, und bestirkt werden unsere Zweifel noch dadurch, 
da} zu Lawrows Versuchen nicht nur die Magenschleimhaut, 
sondern der ganze Magen verwandt wurde.?)  Jedenfalls aber 
gab Lawrows Arbeit den Anstof zur Revision einer Frage, 
die bereits schien. 

Zuntz%) weist in seiner Arbeit. «Uber den quantitativen 
Verlauf der peptischen Eiweifspaltung» unter anderm = daraut 
hin, dafi schon ganz im beginn der peptischen Verdauung ein 
bedeutender Teil des Eiweibstickstoffes durch Koérper, welche 
keine Biuretreaktion zeigen, reprasentiert ist. «Allem Anschein 
nach», fiigt der Verfasser hinzu, «stellen diese die Biuretreaktion 
nicht mehr gebenden Stoffe auch die Hauptmasse der bet inten- 
siver Pepsinverdauung gebildeten Endprodukte dar. Inwieweit 
dieser Befund die angefochtenen Angaben von Hoppe-Sevler 

') Diese Zeitschr., Bd. (1901), S. 312. 

2) Vel. Iierzu die Bemerkung Salkowskis, Diese Zeitsehr., 
Bd. XXXV, 546. 

3) Diese Zeitschr.. B. XXVIT (1899), S. 132. 
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und seinen Schiilern iiber das Auftreten von Aminosiiuren bei 
Pepsinverdauung, sowie auch die ahnlichen gelegentlichen Be- 
obachtungen von Lawrow aus jiingster Zeit bestiitigt, bleibt 
dahingestellt (oc. 171)>. 

Praundler.) der die Endprodukte der Magenverdauung 
von Eiweibstoffen studiert hat. formuliert seme Ergebnisse in 
folvender Weise (Lc. 98): «Die Frage, ob die der Biuretreaktion 
entbehrenden Endprodukte der Pepsinverdauung ganz oder zum 
Teil emfache Aminosiiuren sind, kann auf Grund des Serum- 
ulbuminversuches nur verneint werden, Denn wenn Leucin und 
Tyrosin tberhaupt Endprodukte der Pepsinverdauung darstetlen, 
so wiire in diesem Versuche, bet sechsmonatlicher Dauer der 
Digestion, die ja nahezu zum Verschwinden der Albumosen 
vefiihrt hatte, sicher das Auftreten derselben in betrachtlichen 
Mengen zu erwarten gewesen. Dab sie nicht gefunden wurden. 
withrend der Nachweis des Leucins unter den durch Salzsiiure 
erhaltenen Spallungsprodukten des  Verdauungsrestes olme 
Schwierigkeit gelang, spricht ganz entschieden gegen ihre Bildung 
bei der Pepsinverdauung., Freilich labt sich bei den Schwieriy- 
keiten, die sich dem Nachweise der Asparagin- und Glutamin- 
~fiure, sowie auch der Diaminsiuren entgegenstellen, dieser 
mir unter gewisser Wahrschemlichkeit auf die tbrigen aus 
erhiltichen Amimosiiuren ausdehnen. » 

Dem einen von uns?) ist es ber den Versuchen tiber Ein- 
Wirkune von Magensaft auf das Hamoglobin eelungen, aus 
dem Verdauungsgemisch Leucinimid zu gewinnen: dieser Befund 
berechtigte mich zu der Behauptung, dab «bei der protrahierten 
peptischen Verdauung auch krystalloide Produkte entstehen, 
wis schon von Hoppe-Seyler und vor kurzem von Lawrow 
hervorgehoben wurde» (lL. ¢. 597). 

Weiter folet die Arbeit von Langstein.?; einem 
Versuche unterwari er 7OO Eiweib des Pterdeserums im 
Laute von 12 Monaten der Kinwirkung einer 2°/oigen Losung 
von Gritblerschem Pepsin in 1°/o H,SO,. Das Volumen des 


1) Diese Zeitschr., Bd. (1900), S. 90. 
Salaskin. Diese Zeitschr.. Bd. XXNIL (1901). S. 592. 


3) Hofmeisters Beitriige. Bd. | (1902). 507 u. Bd. S. 229. 
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Verdauungsgemisches betrug ungetiihr 40 Liter. In einem andern 
Versuche wurden 500 krystallinischen Kieralbumins im Laufe 
von 12 Monaten der peptischen Verdauung ausgesetzt: in diesem 
Falle betrug das Volumen des Verdauungsgemisches ca, 30 Liter. 
Produkt langandauernder peptischer Spaltung sind folgende 
Korper isoliert worden: Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, 
taminsiure, Asparaginsiure, Cystin, Lysin, Pentame- 
thylendiamin, Oxvphenylithyvlamin, ein polymeres stick- 
-toffhaltiges Kohlehydrat». Auberdem konnte die Anwesen- 
heit noch anderer kKorper, welche jedoch wegen zu geringer Quan- 
tittit des Untersuchungsmaterials nicht identifiziert wurden, nach- 
gewlesen werden. Ber der Beurteilung seiner Ergebnisse, sowie auch 
besonders der Ergebnisse Lawrows wirtt der Verfasser die Frage 
aul, ob mcht etwa die bei diesen Untersuchungen beobachtete 
Spallung der Eiweifstoffe bis zu krystallinischen Produkten von 
dem von Glaebner im Pylorusteil des Magens entdeckten Pseudo- 
pepsin abhiingen konnte. Diese Vermutung verliert gegenwiirtig 
ihre Giltigkeit ganz und gar. Kluge?) zieht aus seinen Untersuch- 
ungen den Schlub: «es gibt kein Pseudopepsin». Diese Behauptung 
hat. wie dem einen von uns auf Grund einer persOnlichen Mitteilung 
yon J. Pawlow bekannt ist, in den im Laboratorium dieses 
letzteren vorgenommenen Arbeiten ihre volle Bestitigung ve- 
funden: J. Pawlow hat auberdem mit unbestreitbarer Sicher- 
heit auch alle Fehlerquellen Glaebners aufgedeckt, so dah 
wir jetzt keinen triftigen Grund besitzen, von Pseudopepsin zu 
reden: es existiert nicht. Ber der Abschiitzung von Laneg- 
<teins Ergebnissen kann ein anderer Umstand unsern Zweite! 
erregen: @s fragt sich was Eiweibsubstanzen ge- 
schehen wiirde, wenn wir sie im Laufe emes Jahres ber emer 
Temperatur von 37—40° C, der Einwirkung einer o igen 
Schwefelsiiurel6sung unterwerfen wollten. Das Enzyin besitzt 
ketne aufl6sende, sondern nur eine beschleunigende Wir- 
kung, ho im Laute eines bedeutenden Zettraumes kann mit der 


Siiure der niimliche Effekt erzielf werden, wie mit dem Magen- 


Uber das Ferment der Pylorusschleimhaut. Areh. Bd. 92 


1902), S. 281. 
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salt. Auberdem nimmet die verdauende, resp. spaltende Wirkung 


des Enzyis allmihlich ab und hort schlieblich ganz aut: des- 
kOnnen wir omit’ Recht annehmen, dab in Langsteins 
Versuchen die spaltende Wirkung triiher ausgeblieben ist, als 
wie er die Verdauung unterbrach: folglich kann hier wohl 
davon, EiweiBstoffe im Laufe von 12 Monaten der 
Kinwirkung des Eiweibenzyms des Magensaftes ausgesetzt wurden, 
die Rede sein, 

Aus allem oben Angefiihrten geht hervor, dab das Studium 
dev Einwirkung von reinem Magensaft auf Eiweibsubstanzen, 
welches einige der erwalinten Zweifel lésen konnte, sowohl 
von Interesse, als auch von Bedeutung ist. 

ln folvendem wollen wir tiber die Ergebnisse, zu denen 
wir auf Grund unseres Studiums gekommen sind, berichten. 


Versuche, 


In sitmtlichen Versuchen) verwandten wir zweimal um- 
krystallisiertes und zwischen FheBpapierblittern sorgfaltig ge- 
trocknetes Hiimoglobin des Pferdeblutes. Magensaft wurde durch 
Scheinfiitterung von nach J. Pawlow operierten Hunden ge- 
wonnen, Der Magensaft wurde dem zu verdauenden Hiimoglobin 
in einzelnen Portionen von je 400—600 cem in Zwischenriumen 
von 3 bis 5 Tagen zugesetzt, Nachdem sich ein aus abgespaltenem 
Himatin bestehender Niederschlag gebildet hatte, wurde er ab- 
filtriert, wonach wir das Filtrat) einer erneuten) Verdauung 
aussetzten. Die Verdauungskraft des Magensaftes betrug nach 
Mett 4-5 mim., die Aciditiit: ca. 0,5 

Vers. 1 Vers. 2 
2 


Oxvhimoglobin, auf den Trockenriickstand berechnet 145 ¢ 23 g 
87 Tage 44 Tae 


Menge des im ganzen hinzugefiigten Magensaftes . 3890 cem 5450 ccm 

knde der Verdauungsperiode war die Fliissigkeit in 
heiden Fallen durchsichtig, in dicker Schicht gelbbraun gefiirbt. 
Sittigten wir die zum Sieden erhitzte Fliissigkeit mit (NH,)SO,. 
so bildete sich ein unbedeutender Mederschlag: bei Zusatz von 
CusO, kein’ Mederschlag. Mit der Hellerschen Probe erzielten 
wir nur cinem kaum wahrnehmbaren Ring: nach der Neutrali- 
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sation — eine kaum merkliche Opaleszenz. Die Biuretreaktion 
fiel in stark roter Fiirbung aus, 

Es wurden nun beide Portionen zusimmengegossen. Zur 
Kntfernung der HCL wurden sie mit PbO behandelt, dann der 
Niederschlag abfiltriert, im = Filtrate der Bleiiiberschub durch 
ausgeschieden, die vom PbS abfitrierte Fliissigkeit durch 
den Luftstrom vom beireit und hieraul zwecks Entfernung 

Salzsiure mit feuchtem Ag,O behandelt: 
weiter wurde durch das Filtrat) wieder Schwefelwasserstotf 


der iibrig gebliebenen 


geleitet und dieser letztere, nach Entfernung des Ag S durch 
Filtration, durch den Luftstrom  verdriingt. Die erhaltene 
wkalische Fliissigkeit, welche dicker Schicht: schwach gelb- 
eefirbt erschemt, wurde nun ber miaibiger Temperatur bis zu 
verhiltnismibig geringem Volumen eingeengt. Beim Stehen 
der konzentrierten) Fliissigkeit) bildete sich cin’ krystallinischer 
Niederschlag. Die Krystalle bieten in ihrem Aussehen Ahnlich- 
keit mit Tyrosinkrystallen, zeigen die Hoffmannsche Reaktion. 
Die abfiltrierten” Krystalle wurden mehrmals aus Ammoniak- 
losung umkrystallisiert, dann omit’ Wasser ausgewaschen: sie 
wogen 0,2 g, wurden mit ebensolchen Krvstallen, welche wir 
in den weitern Versuchen erhielten, zusammen analysiert (siehe 
dort die Ergebnisse der Analyse) und erwiesen sich als Tyrosin- 
krystalle. Die von ihnen abtiltrierte Fliissigkert wurde zweimal 
mit 700 com. Essigiither extrahiert, dann der Ather aus dem 
Extrakte entfernt, die tibrig gebliebene Fliissigkeit im Woasser- 
bade bis zur Trockene verdampft. Der schmutzigbraune Nieder- 
schlag wurde weiter mit kKaltem Alkohol behandelt, der nicht geloste 
Adickstand abfiltriert, mit) Alkohol ausgewaschen und dann in 
einem Gemisch von Alkohol und Essigiither gelOst.  Hierauf 
wurde die Fliissigkeit filtriert, mit Wasser verdiinnt und Alkohol 
und Ather durch Verdampfen im Wasserbade verdriingt: schliel- 
lich wurde der hierbel entstehende Niederschlag abtiltriert, mit 
Wasser ausgewaschen, erst auf Flie®bpapier, dann im Vacuum- 
apparat tiber Schwefelsiiture getrocknet. Seme Menge reichte 
nicht zur Ausfiihrung einer Elementaranalyse aus. Sein Schmelz- 
punkt ist 265—267° (unkorr.). Allen seinen Kigenschaften nach 
entspricht er dem Leucinimid, welches der eine von uns 
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schon friiher bei der peptischen und tryptischen Verdauung des 
Gilobins isoliert: hat.) 

Aus dem mit Essigither bearbeiteten Haupttiltrat entfernten 
wir den Ather durch Verdampfen im Wasserbade.  Hiernach 
betragt das Volumen der Fliissigkeit 690 com: sie enthiilt 30 ¢ N, 
¢ Trockenriickstand, 

620 com dieser Fliissigkett wurden nun mit Wasser bis aut 
Liter nachgeftillt, mit HJSO, bis zu 1°/o Gehalt angesiiuert, 
mit olger Phosphorwolframsiurelésung  niedergeschlagen : 
die vollstiindige Ausscheidung des Niederschlages erforderte 
2100 com Phosphorwolframsiiure, Weiter wurde der Nieder- 
schlag mit 0.5% Schwefelsiturel6sung ausgewaschen: nach 
jeder Waschung wir den Niederschlag zwischen Flieb- 
paplerblattern aus und vermengten thn dann mit 0.5 °/oiger 
Das hierber erhaltene Filtrat und das Waschwasser behandelten 
wir mit Atzbarvt, filtrierten den dabei entstehenden Niederschlag 
abound wuschen thn omit Wasser aus. Letzteres Filtrat und 
Waschwasser wurden CO, behandelt, eingeengt, filtriert. 
Die Menge des endegiiltigen Filtrates betrug 4540 com: es ent- 
S @ Stickstofh oh. in das Filtrat waren 26°/0 des Ge- 
siuntstickstoffes tibergegangen. 

In dem nun stark emgeengten Filtrate fiel ein krystallinischer 
Niederschlag zu Boden: bet mikroskopischer Untersuchung ge- 
oman diesem charakteristische Leucinkugeln. Zur 
lk<olierung der Aminosiuren wurde das von E. Fischer?) vor- 
veschlagene Verfahren angewandt. Die Destillation der Ather 
der Aminosiuren fand bet Druck von ca. £5 statt. 


2. 55"°—110° — 13.4 
iiber — 20 


Die erste und die zweite Fraktion wurden durch 5stiindiges 
hochen dem zehnfachen Volumen Wasser am Riickflub- 
kKiihler verseift. Die aus der zweiten Fraktion erhaltene Losung 
unterwarten wir der fraktionierten) Krvstallisation und erhielten 


Diese Zeitschr., Bd. XNXNIP (1901), 592, 
Diese Zertsehr.. Bd. (19008), S. 1530 ff. 
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hierbei_ perlmuttergliinzende Bliattchen, welche zur Elementar- 
analyse verwandt wurden. 


0.2228 ¢ der Substanz lieferten O4481 ¢ CO, und O2011 g H,O. 


Jerechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
C = 54,96 %o 
H = 9,92 % 10,03 %o 


Diese Substanz war also Leucin. Die tibrigen ausge- 
schiedenen Fraktionen von Krystallen wurden zu den bei den 
folgenden Versuchen erhaltenen Fraktionen hinzugefiigt. 

Vers. 3 Vers. 4 


Oxyhiimoglobin, auf den Trockenriickstand berechnet 271 ¢ 474 © 


Menge des im ganzen hinzugefiigten Magensaftes . 7110 cem 7020 cem 
7110 ccm Magensaft enthiellen No... .. .. . 

Beide Portionen wurden zusammengegossen. Eigenschatten 
und Reaktion des Verdauungsgemisches waren dieselben wie 
in Versuch t und 2. Nach Neutralisation mit Ba(OH), wurde 
von dem geringen Neutralisationsniederschlage abfiltriert, das 
Filtrat bedeutend eingeengt und nach Entfernung des Baryt- 
tiberschusses durch Schwefelsiiurezusatz mit Phosphorwolfram- 
siiure (es waren 2400 cem der 33°/oigen Lésung erforderlich) 
gefallt. Weiter wurde der Phosphorwolframniederschlag, wie 
auch friiher, mit H,SO, ausgewaschen und Wasch- 
vasser besonders gesammelt: nach iiblicher Behandlung mit 
Ba(OH), und Eindickung desselben bildete sich ihm beim 
Stehen ein krystallinischer Niederschlag. Dieser wurde abfiltriert. 
mit Wasser ausgewaschen und zweimal aus heiber ammoniakali- 
<cher Losung umkrystallisiert. Nach all seinen Eigenschaften 
zu urteilen, stellt dieser Kérper Tyrosin dar. Er wurde mit 
demselben, in Versuch 1 und 2 erhaltenen Niederschlage (siehe 
S. 573) vermengt. Zwecks endgiiltiger Reinigung!) wurde das 
Gemisch der Niederschliige im Kolben mit Wasser zum Sieden 
erhitzt, dann NH, bis zu vollstiindiger Losung des Ganzen 
hinzugetan: der heiben Lésung wurde nun vorsichtig Bleiessig 


Y 


bis zur Bildung eines farblosen Niederschlages hinzugesetzt, 


1) Siehe Hlasiwetz u. Habermann, Liebigs Ann. N. F., Bd. 93 
(1875) 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXVIIL. 38 
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sofort abfiltriert, das Filtrat fast bis zum Sieden erhitzt, dann 
mit verdiinnter Schwefelsiiture zwecks Neutralisation des NH, i 
und Bleiausscheidung versetzt, die heiBe L6sung rasch abfiltriert. 
Nach dem Erkalten wurde ein seidenartig schimmernder, die 
Hoffmannsche Reaktion zeigender Niederschlag ausgeschieden. 
Bei der Stickstoffbestimmung desselben erhielten wir foleende | 
Zahlen : 

0.2252¢ Substanz gaben 16.2cem N (757.5 mm, t 24,5) 

Jerechnet auf Gefunden: 


, 
8.07 


Nachdem das Tyrosin abfiltriert worden war, wurde das 
Waschwasser zwecks Entfernung des Baryums mit H,SO, be- 
arbeitet, dann das BaSO, abfiltriert. Ino Filtrate  bildet 
sich nach Zusatz von Phosphorwolframsiéure ein Niederschlag, 
welcher dadurch bedingt ist, dab beim Waschen des urspriing- 
lichen) Phosphorwolframniederschlags sich ein Teil desselben 
velOst hat: deshalb wurde das Filtrat von neuem mit Phosphor- 
wolframsiiureldsung gefiillt, dann die Fliissigkeit) von dem 
hierber entstehenden Niederschlage abgegossen: der Nieder- 
schlae ist von teigiger’ Konsistenz und klebrig: zwecks voll- 
kommener Reinigune wurde er mehrmals angesiiuertem 
Wasser zerstampft, dann mit heibem Wasser extrahiert, die 
heibe Loésung von dem unldslichen Teile abfiltriert: nach Er- 
kalten der Losung fiillt ein Niederschlag, der die niamilichen 
Kivenschaften wie der urspriingliche besitzt, zu Boden; es wurde 
nun die Mutterlauge abgegossen, der Niederschlag aber in 
heibem Wasser gelést und heiber Barytlisung versetzt. 
Da das Phosphorwolframat in seinen EKigenschaften an diejenigen 
erinnert, welche E. Schulze und Winterstein?) als fiir 
das Phosphorwolframat des  Phenylalanins  charakteristische 
Merkmale beschreibt, so hielten wir uns in der weitern Be- 
arbeitung genau an die Angaben von E. Schulze und Winter- 
stein 215), d. hoes wurde zu der vom Baryumphosphor- 
wolframat abfiltrierten, CO, bearbeiteten und sodann 


1) Diese Zeitsehr.. Bd. XXXV_ (1902), S. 215. 
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einvedickten. Fliissigkeit Kupferacetat) hinzugetan. Der hierbei 
entstehende Niederschlag wurde sodann abfiltriert, ausgewaschen, 
in Wasser suspendiert und mit H,S  zersetzt. Weiter wurde 
die von dem Kupfersulfid) abfiltrierte Fliissigkeit’ durch Ver- 
damplen bis zur Bildung einer krystallinischen) Kruste  kon- 
zentriert und mit Alkohol versetzt, dann der abtiltrierte Nieder- 
schlag in) das Hydrochlorat tibergefiihrt, letzteres aus HCl 
umkrystallisiert, durch Ammoniak zersetzt, mit) Wasser von 
dam Chlorammonium abgewaschen, Wasser aufeelist, die 
Losune eingeengt, schlieblich mit) dem 3 —4fachen Volumen 
Alkohol versetzt: der hierber entstehende abfiltrierte und ge- 
trocknete Niederschlag krystallisiert in atlasgliinzenden Blittchen, 
schmilzt ber 266° Seine charakteristischen Eigenschaften ent- 
sprechen also denen des Phenylalanins. Diese Krystalle wurden 
mit den niimlichen, bet Verarbeitung der nach Fischer 
(siehe unten) erhaltenen Fraktionen ausgeschiedenen Krystallen 
vermenct. 

Das Waschwasser wurde nach Ausscheidung  siimtlicher 
mit einen Niederschlag bildenden Korper 
aus demselben zu urspriinglichen Filtrate hinzugetan. Die 
so entstandene Fliissigkeit wurde weiter mit’ Ba(OH), und CO, 
hehandelt, cingeengt und von dem lnerber entstehenden Nieder- 
schlage abfiltriert, das in der Losung tibrig gebliebene Barvum 
durch Schwefelsiiurezusatz ausgeschieden, das Baryumsulfat ab- 
filtriert. Das Filtrat mibt 500 cem. Ber Verdampfen eines ge- 
ringen Teiles) dieses mit) Tierkohle vorbehandelten  Filtrates 
werden Krystalle ausgeschieden, unter denen man bei mikro- 
<kopischer Untersuchung deutlich die charakteristischen Leucin- 
kugeln gewahrt. Die 500 cem Fliissigkeit enthalten 11,5 N. 
Zwecks fraktionierter Scheidung wurde nach E. Fischer ver- 
fahren. Die Ather wurden bei ca. 15 mm Druck destilliert: 


I. Frakiion bis 40° 10.7 ¢ 

2. GO? > 17.9 

) 110° » S.7 

+, 130° » 10.2 

bei 150° » 

bis 160° » 3.2 
2.9 
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1. Fraktion, bis 40° C, 


Im Laufe von 5 Stunden mit dem 10 fachen Volumen 
Wasser am Riickflubkiihler gekocht. Filtriert, durch Verdampfen 
eingeengt, von dem in geringer Quantitiit ausgeschiedenen Nieder- 
schlage abfiltriert. Filtrat bis zur Trockene verdampft; Gewicht 
des Trockenriickstandes 1,1 ¢. Der Trockenrtickstand in einer 
geringen Menge heiben Wassers gelOst und in 200 cem heiben 
95° Alkohols ausgegossen, An kiihlem Orte stehen gelassen. 
Der ausgeschiedene Niederschlag  abfiltriert. Die Elementar- 
analyse des Niederschlages ergab folgende Zahlen : 


0.2207 Substanz lieferten 0.3256 ¢ CO,, 0.1556 ¢ H,O. 


Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden: 
C = 4,23 
H = 7,86%o 7,83 


Es handelt sich also um Alantn. 


2. Fraktion, 40—75°. 

Wie Fraktion 1 bearbeitet, filtriert, bis zur) Trockene 
verdampft. Der Riiekstand in 1500 Wasser gelost, dann 
die LOsung im Laufe einer Stunde mit iiberschiissigem,  frisch 
dargestelitem) Kupferoxvd gekocht. Die Losung der Kupterver- 
bindungen abfiltriert, eingeengt, die beim Verdampfen ausge- 
schiedenen Niederschlage abfiltriert: letzteres Fillrat, das die 
leichtloslichen) Kupferverbindungen enthiilt, bis) zur) Trockene 
verdamptt. 


3. Fraktion, 75—110°. 


Wie Fraktion 1 and 2 bearbeitet, filtriert, bis zur Trockene 
verdampft. Aus dem Riickstande, wie aus demjenigen der Fraktion 2 
Kuplerverbindungen dargestellt.. Durch Verdampfen der Losung 
fraktionierte Krystallisationen erhalten. Die leicht lOslichen Kupfer- 
verbindungen bis zur Trockene verdampftt. 

Die schwer l6slichen Kupferverbindungen von Fraktion 2 
und 3 vermengt. kochendem Wasser aufgelost: der beim 
Erkalten der Losung sich bildende Mederschlag abfiltriert, ge- 
trocknet. SchhieBlich wurde der Kupfergehalt) bestimmt, 
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0.2110 Substanz heferten CuO. 
Berechnet fiir C,H,,N,O,Cu: Gefunden: 
Cu: == 19.62% /c 19.71 %o 

Die Ergebnisse der Analyse weisen auf eine Kupferver- 
bindung des Leucins hin. 

bei entsprechender Verarbeitung der leicht l6slichen Kupfer- 
verbindungen war ein Korper gefunden, der seinen Eigenschaften 
nach der Pyrrolidincarbonsiure glich. Seime Ausbeute war 
eering. 

Fraktion 4,5 und 6 wurden mit dem 5—6 fachen Wasser- 
volumen versetzt und die erhaltene wiisserige LOsung mit dem 
eleichen Volumen Ather extrahiert. Weiter wurden die Ather- 
extrakte dreimal mit Wasser ausgewaschen und das) Wasch- 
wasser zu der urspriinglichen Losung hinzugegossen. Nun ver- 
dampften wir die Atherextrakte, erhitzten den Riickstand mit 
Salzsiiure, krystallisierten das erhaltene Hydrochlorat aus heiber 
Salzsiiure um, filtrierten es ab, zerlegten es mit) Ammoniak, 
verdampften zur Trockene und extrahierten das Chlorammonium 
mit Wasser. Der Riickstand wurde nun gelost, mit) Tierkohle 
gekocht, das Filtrat eingeenet und mit dem 3-—4fachen Alkohol- 
volumen vermenet, die seidenartig gliinzenden, ausgeschiedenen 
Krvstalle abfiltriert und mit den auf Seite 577 beschriebenen 
Krystallen vermengt. Sie schmelzen bei 266° unter stiirmischer 
Gasentwickelung zu einem rotbraunen Ole. 

Die Klementaranalyse dieser Krystalle ergab folgende Zahlen: 


O1957 ¢ Substanz lieferten O4686 ¢ CO, und 0.1187 ¢ H,O. 
2 2 


Berechnet fiir CyH,,NO,: (refunden: 
CG 65.45" 65,31 
H 6.66 8/9 6.69 


Es handelte sich also um Phenylalanin. 

Nach Ausscheidung des Phenylalanins wurden die iibrig- 
gebliebenen urspriinglichen Lésungen) zwecks Verseifung mit 
Barvtwasser im Wasserbade erhitzt. Nach einigen Tagen wurde 
von dem Niederschlage (Barytsalz der Asparaginsiiure) abfiltriert, 
das Filtrat zur Entfernung des Barvums mit Schwefelsiiure be- 
handelt. Weiter wurden die Filtrate zusammengegossen, ver- 
dampft, trockenes Chlorwasserstoffgas darch sie hindurchgeleitet, 


dann der ausgeschiedene Niederschlag, das Chlorhydrat der 
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Glutaminsdure, abfiltriert, das Filtrat durch Kochen mit Blei- 
oxvd von der Salzsiture befreit und mit frischdargestelltem Kupfer- 
oxvd behandelt. Die umkrystallisierte Kupferverbindung ergab 
bei der Elementaranalyse folgende Zahlen: 


Q.2873 ¢ Substanz heferten 0.2585) ¢ CO, und 0.0675 ¢ H,O. 


serechnet fiir CuCyH,NO,: Gefunden: 
C = 24,67 24,54 
H = 2,57 %o 2,61 


Die ausgeschiedene Kupferverbindung erwies sich also als 
asparaginsaures Kupfer. 

Ber der Magensaftverdauung von Haimoglobin resp. Globin 
konnten wir also folgende Substanzen isolieren: das Alanin, 
Leucin, Phenylalanin, die Glutaminsiture, die Aspara- 
ginsiiure, das Tyrosin und die Pyrrolidincarbonsiure. 
Letztere ist unter den Produkten der hydrolytischen Spaltung 
der Eiweibstoffe erstenmale von Fischer bestimmt 
worden, er fand sie auch bet der tryptischen Verdauung: uns ist 
es nun gelungen, sie auch unter den Produkten der peptischen 
Verdauung zu isolieren. Es unterliegt also keinem Zweifel, dab 
sie in dem Eiweibmolekiil praformiert ist) und dal sie als 
primares Spaltunesprodukt anzusehen ist. In Anbetracht dieser 
Ergebnisse beabsichtigen wir, allerniichster Zeit) Versuche 
nut Eimverletbune dieser Siture den tierischen Oreganismus 
anzusustellen, um ihr Verhalten im Organismus und die Ver- 
iinderungen, welche sie in ihm. erfiihrt, zu studieren. 


Wir wollen hier nun iiber einige von von uns festgestellte 
Tatsachen, deren genaueres Studium uns gegenwiirtig beschittigt, 
kurz berichten. Bet der Magensaftverdauung des krystallinischen 
Kieralbumins ist es uns gelungen, das Leucinimid zu isolieren 
und auch das Vorhandensein von Leucin nachzuweisen. 

Auberdem ist in der das Leucinimid betreffenden Ab- 
handlung des einen von uns?) auch die dort angewandte Ver- 
arbeitung des Verdauungsgemisches beschrieben worden. Der 
nach Alkoholzusatz sich bildende Niederschlag wurde mit absolutem 


1, Diese Zeitschr.. Bd. XXXIL (1901), S. 593. 
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Alkohol ausgekocht, wober wir ihn in einen unldslichen, einen 
aus der abgekiihiten L6sung sich ausscheidenden und einen hier- 
bei in der Losung verbleibenden Teil trennen konnten. Der 
nach dem Erkalten der Lo6sung ausgeschiedene Niederschlag 
zeiete die Millonsche und sehr intensive Biuretreaktion, erschien 
unter dem Mikroskop als amorphe Masse. Ca. 6 g@ dieses Nieder- 
schlags wurde im Laufe emer Woche der Einwirkung von 
100 com Magensaft ausgesetzt. Aus diesem Verdauungsgemisch 
konnte Leucin leicht dargestellt werden. 

In einem anderen Versuche nahmen wir 33° @ desselben 
Niederschlages, setzten 600 com Magensaft) hinzu lieben 
25 Tage im Thermostaten stehen. Nach Ausscheidung eines 
Niederschlages durch Phosphorwolframsiaurezusatz und Ent- 
fernune der Salzsiiture aus dem in gewohnter Weise bearbeiteten 
Filtrate durch Zusatz von Ag,O erhielten wir bein Verdampfen 
desselben eine krystallinische Masse, aus welcher wir mit Leichtig- 
keit Leucin und ‘Tyrosin darstellen konnten. 

Wir glauben, dab wir es im gegebenen Falle mit einem 
Gemisch verschiedener amorpher Substanzen, die jedoch von 
emfachem Bestande und durch Magensaltein- 
wirkung leicht zu zersetzen sind, zu tun haben. 

Kin genaueres Studium dieser Kérper bietet unserer Mei- 
nung nech ein hervorragendes Interesse. Die kiinstliche Syn- 
these des Eiweibes ist eine sich gegenwiirtig immer mehr und 
mehr aufdrangende Aufgabe. Im Organismus findet diese Syn- 
these Schritt fiir Schritt statt, ebenso wie auch die Eiweil- 
zersetzung durch Eiweibenzyme ganz allmithlich abléuft. Die 
erste Autgabe bestiinde also in dem = genauen Studium jener 
einfachen, jedoch immer noch verhiltnismiibig komplizierten 
Kiweibzersetzungsprodukte, welche Hofmeister Peptoide ge- 
nannt hat. Weiter hatte dann ihre synthetische Darstellung 
aus denjenigen Substanzen, welche wir als ihre Zersetzungs- 
produkte Kennen, und erst an letzter Stelle die Synthese des 
komplizierteren Eiweiimolekiils zu folgen. Verwirklicht: kGnnte 
diese Synthese auf zweifache Art werden, niimlich 1. auf rein 
chemischem Wege und 2. vermittelst der Eiweibenzyme. Der 
reversible Verlauf der Enzymreaktion ist fiir einige Enzyme 
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mit Sicherheit nachgewiesen. J. Pawlow hat uns durch seine 
wichtige Entdeckung der Unitiit von Chymosin und Pepsin den Be- 
weis erbracht, dali auch die von den Eiweibenzyvmen ausgeloste 
Reaktion in zwelfacher Richtung verlaufen kann. Das genaue 
Studium der physiologischen kiweifspaltung durch Eiweib- 
enzyme gibt uns also das Mittel, welches uns die Eiweibsynthese 
zu verwirklichen) befahigen die Hand. Dab die 
Kiweibsvnthese im tierischen Organismus durch Vermittelung 
der Bildung verhiiltnismibig eimfacher Verbindungen. stattfindet, 


das beweist uns folgende Beobachtung von Kutscher und 
Seemann!) indem sie das Schicksal der im Darmkanal ge- 
hildeten Aminosiuren zu verfolgen  suchten, fanden sie die- 
selben weder in der Darmschleimhaut, noch in dem aus dem 
Darmkanale abfleBbenden Blute, jedoch konstatierten sie der 
Darmschleimheit die Gegenwart eines Korpers, welcher keine 
biuretreaktion zeigte und beim Kochen mit verdiinnter Schwetel- 
siiure leicht zersetzt werden konnte, sich Aminosiuren 
bildeten. Dieser Korper kann als Ergebnis der ersten Synthese 
aus den Endprodukten der Eiweibspaltung angeschen werden. 

Ks unterliegt also keinem Zweifel, dab das Enzym_ des 
Magensattes bei protrahierter Einwirkung Eiweibsubstanzen bis 
zur Bildung von krystallinischen Produkten zu spalten imstande 
ist. In vitro ist seine Wirkung eine viel schwiichere, als wie 
diejenige des Trypsins: dieses berechtigt uns jedoch noch nicht 
dem Schlusse, im Organismus die Eiweibstofie unter 
Kinwirkung des Magensaltes keine so tiefen Veranderungen er- 
fahren: im Organismus walten andere Verhiltnisse vor, und 
die Frage kann nur durch entsprechende Untersuchungen ge- 
lost werden: die von J. Pawlow. eingefiihrte Methodik labt 
an die Moéehchkeit dieser Losung denken. 

Zum Schlub noch einige Worte tiber die Nomenklatur der 
Knzvine?) und speziell der Eiweibenzyme: die gegenwartig 


1, Diese Zeitschr.. Bd. XXXV_ [1902], S. 433. 

2) Es wiire im héechsten Grade wiinschenswert, dafs die physio- 
logischen Chemiker, um Mifverstiindnissen zu entgehen, die Bezeichnung 
Ferment» ganz fallen hefen und nur das Wort «Enzym» gebrauchten, 
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liche Anla® zu Mibverstiindnissen, welche nicht aus demWesen 
der Dinge, sondern aus der ethymologischen Bedeutung der Worte 
hervorgehen. Nur auf diesem Boden sind Diskussionen, wie die 
zwischen Kutscher und Salkowski?) tiber das, was man als 
tryptisches Enzvm zu bezeichnen hat, moglich. Gegenwirtig sind 
zu den Eiweibenzymen das entsprechende Enzym der Galle und 
des Darmsaftes (das Erepsin) hinzugekommen: fiigt man noch 
die Eiweibenzyme hinzu, so wachst die Zahl 
dieser Enzyme recht bedeutend an. Sie alle in’ die Kategorie 
des Pepsins oder Trvpsins einzureihen, geht nicht an: die Ent- 
deckung des Erepsins hat erwiesen, dab diese zwer Kategorien 
nicht geniigen, und dab die Enzyme, was thre Wirkung anbe- 
trifft. sehr mannigfaltig sind: so entsprechen z. b. ver- 
schiedene Disacchariden) spezifische Enzyme, das Invertin, die 
Maltase usw.: viel richtiger wiire es, das Wort) «Eiweibenzym 

als Gattungsname zu gebrauchen, die Speziesbezeichnung aber 
von der Bildungsstiitte des Enzyms zu nehmeny; in diesem Falle 
miiBten wir also von dem Eiweibenzym des Magens, des Pankreas, 
des Darmsattes, der Galle usw. reden. Diese, dem faktischen 
Tatbestande vollkommen entsprechende Bezeichnung birgt nichts 
Prijudizierendes in sich: und je weniger das der Fall ist, um 
so besser, denn dieses schliebt einen Streit) Worte und 
nicht um das Wesen der Sache ganz aus. Die von v. Lipp- 
mann?) vorgeschlagene Nomenklatur findet firs erste fiir die 
Kiweibenzvme keine Anwendung, denn die Bezeichnung gestaltet 
sich tier nach dem Korper, welcher der Enzvmwirkung unter- 
worfen wird, und nach dem aus ihm entstehenden Produkte: so wird 
Zz. Bb. fiir das Enzym, welches Maltose und Glykose spaltet, die 
Bezeichnung «Maltoglykose» vorgeschlagen: bei der Einwirkung 


als Ferment aber nur die organisierten Fermente bezeichneten. Augen- 
scheinlich wird auch die Einwirkung der organisierten) Fermente in 
kurzer Zeit auf die Summe der Wirkungen der enthaltenen 
zuriickzufiihren sein, 

1) Siehe diese Zeitschrift Bd. XXXIV, S. 159. XNNIV, S. 519, ANY, 
Ss. 54). Dasselbe gilt auch von der Ansicht von Hahn und Geret. Die 
Zvmasegiihrung. Berlin. 1903. 321. 
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von Fiweifenzymen sind jedoch die berber entstehenden Produkte 
iiberaus mannigtaltig und zuweilen schwer bestimmbar. Deshalb 
beschriinkt man sich lieber auf die von uns vorgeschlagene 
empirische Nomenklatur und iiberlabt eine rationelle Nomen- 
klatur der Zukunft, 

Gegenwirtig untersuchen wir basischen Produkte, 
welche bei Einwirkung von Magensaft auf Enweibstoffe entstehen, 
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Herausgegeben von W. Waldeyer und C. Posner. 
37. Jahrgang. Bericht fiir das Jahr 1902. 
2 Bande (6 Abtheilungen). Preis des Jahrg. 37 M. 


Verlag von KARL J. TRUBNER in Strafsburg. 


Indisehe Medicin 


on 
Julius Jolly. 


(Grundriss der indo-arischen Philologie und Altertumskunde 
begriindet von Georg Biihler, fortgesetzt von F. Kielhorn. 
III. Band, 10. Heft.) 


Gr. 8°, 140 Seiten. 1901. M. 7.— 


Auf Grund dieser Arbeit wurde Professor J. Jolly zum Ehrendoctor 
der medicinischen Fakultaét der Universitét Géttingen ernannt. 


Verlag von GEBRUDER BORNTRAEGER in Berlin SW 11. 
Dessauerstrasse 29. 


Biochemisches 


Vollstandiges Sammelorgan fiir die Grenzgebiete der Medizin 
und Chemie unter Leitung von P. EHRLICH-Frankfurt a. M., 
E. FISCHER-Berlin, A. KOSSEL-Heidelberg, O. LIEBREICH-Berlin, 
FR. MUOLLER-Miinchen, B. PROSKAUER-Berlin, E. SALKOWSKI- 
Berlin, N. ZUNTZ-Berlin, herausgegeben von Dr. phil. et med. 
CARL OPPENHEIMER. Jiihrlich 24 Hefte. Gross-Oktav. Preis 
pro Band 30 Mk. “ 


Zur Anlage von Collectaneen, Literaturzusammenstellungen des einen 
oder anderen Spezialgebietes etc. werden die Referate den Abonnenten auch 
2 a bedruckten Abziigen zu 3 Mk. (pro Band) zur Verfiigung ge- 
stelit. 


Ausfihrliche Prospekte und Probehefte gratis und franko. 


M. Du Mont-Schauberg, Strassburg, — 153. 
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